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Abreviaturas
ADN: Ácido DesoxirriboNucleico 
ADNasa: enzima que degrada el ADN 
ADNc: ADN Complementario
AFLP:  polimorfismo  en  la  longitud  de  los  fragmentos  amplificados,  del  inglés  
“Amplified Fragment Length Polymorphism”
AMP: Adenosín Monofosfato, del inglés “Adenosine MonoPhosphate”
ANOVA: análisis de varianza, del ingés “ANalysis Of VAriance”
ARN: Ácido RiboNucleico
ARNm: ARN mensajero
ATP: Adenosín Trifosfato, del inglés “Adenosine TriPhosphate”
BAC: cromosoma artificial bacteriano, del inglés “Bacterial Artificial Chromosome”
BH: corrección multitest “Benjamini-Hochberg”, que controla el FDR.
CC: categoría ontológica Componente Celular
Cvd: combinación de las variantes Svdmax y Svdave 
Dneu: valor absoluto de la diferencia entre posiciones verdadera y observada en el  
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EDTA: ácido etilendiaminotetraacético, del inglés “EthyleneDiamineTetraacetic Acid”
EHH: método “Extended Haplotype Homozygosity”
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FC: cambios en la señal de hibridación del ecotipo SU respecto al ecotipo RB, del  
inglés “Fold Change”
FDR: tasa de falsos descubrimientos, del inglés “False Discovery Rate”. 
fr: fracción de réplicas
FM: categoría ontológica Función Molecular
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kb: kilobase (1.000 bases)
L: litro
LD: desequilibrio de ligamiento, del inglés “Linkage Disequilibrium”
m: tasa de migración
M: molar
Mb: Megabase (1.000.000 bases)
mg: miligramo
mL: mililitro
mM: miliMolar
µ: tasa de mutación por generación por genoma haploide
µg: microgramo
µL: microlitro
µm: micras
NaCl: cloruro de sodio
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nM: nanoMolar
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Resumen
Distinguir  la  manera  mediante  la  cual  la  selección  divergente  produce  el 
aislamiento reproductivo es uno de los grandes retos del estudio de la especiación 
ecológica. Como todavía se sabe muy poco de los genes implicados en los fenómenos 
de adaptación y de especiación, esta tesis  propone elucidar la base molecular  del 
aislamiento  reproductivo  y  el  mecanismo  por  el  cual  la  selección  natural  genera 
nuevas especies. Para ello se ha llevado a cabo el estudio en un caso de  especiación 
ecológica incompleta: el caracol marino Littorina saxatilis.  Esta especie presenta dos 
ecotipos  viviendo a diferentes  niveles de la  costa gallega y  parcialmente  aislados 
reproductivamente. El ecotipo RB vive en la parte alta del intermareal y es capaz de 
resistir el estrés de la desecación y la temperatura, mientras que el ecotipo SU es de 
menor tamaño y es capaz de soportar directamente fuertes perturbaciones físicas, 
como la acción de la marea. Un resultado sorprendente de este sistema es que estos 
ecotipos han surgido en simpatría de forma independiente y repetida a lo largo de la 
costa  gallega  en  respuesta  a  un  mismo  gradiente  ambiental.  Aunque  ya  se  han 
realizado estudios previos a nivel ecológico, morfológico y genómico,  desconocemos 
las bases genómicas de los cambios fenotípicos adaptativos. Tampoco disponemos de 
información sobre cómo la selección natural divergente podría haber afectando a los 
genomas de estos ecotipos tanto a una escala evolutiva corta como larga, o en qué 
medida los cambios en la expresión de los genes podrían ser debidos a la selección 
natural adaptativa. Es por ello que se desarrolló este trabajo en el que, mediante la 
utilización de técnicas  ómicas,  se caracterizó el impacto genómico de la selección 
natural mediante el estudio de los patrones de polimorfismo y variación en secuencia 
y su relación con los niveles de expresión génica en poblaciones en las que estos 
ecotipos han surgido de forma repetida e independiente.
Una limitación de los estudios realizados hasta la fecha en este gasterópodo 
marino es que se basan en regiones no codificadoras y/o marcadores considerados a 
priori como neutrales  (microsatélites,  ADN mitocondrial)  o  con  un  bajo  contenido 
informativo debido a su naturaleza dominante (AFLPs). Esta tesis se centra en la parte 
codificante del genoma y combina de forma exhaustiva técnicas de última generación 
para poder estudiar la variación en secuencia y expresión de miles de genes y cientos 
de individuos de distintas poblaciones y localidades, con el objetivo de determinar el 
papel  de  la  selección  natural  en  la  adaptación  y  la  especiación  simpátrida  en  L. 
saxatilis.  Además,  a  diferencia  de  otros  estudios  que  se  limitan  a  identificar 
marcadores genéticos anónimos susceptibles de estar influidos por la selección, este 
trabajo utiliza un enfoque en el que se combinan la genómica poblacional y funcional 
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con el objetivo de determinar qué genes concretos podrían estar involucrados en los 
procesos de adaptación y especiación. 
La  primera  parte de  esta  tesis  se  ha  centrado  en  la  caracterización  del 
transcriptoma de los ecotipos gallegos de L. saxatilis mediante la secuenciación de la 
parte  codificante  del  genoma  (RNA-Seq),  con  el  fin  de  elucidar  las  adaptaciones 
locales ocurridas en las poblaciones de L. saxatilis. Gracias a este experimento, se ha 
detectado un 0,36% de isotigs con diferencias de expresión entre los ecotipos RB y SU 
tras la correción multitest BH (Benjamini & Hochberg). Además, cerca de un 18% de 
estos isotigs fueron anotados e identificados, como por ejemplo el isotig que codifica 
la proteína perlucina. Esta proteína compleja podría estar implicada en la formación y 
crecimiento de la concha, permitiéndole a los moluscos obtener un tamaño de concha 
más grande. El gen de la perlucina no se expresa en el ecotipo SU (poblaciones que 
habitan en la zona baja del intermareal y que son de menor tamaño que los individuos 
RB), por lo que su expresión en el ecotipo RB posiblemente le permita alcanzar su 
mayor tamaño, una característica que mejora la adaptación a su entorno y favorece el 
aislamiento reproductivo.  Han sido identificadas otras proteínas involucradas en la 
contracción  muscular,  como la  miosina  y  la  twitchin,  sin  obtener  datos  de  sobre-
expresión que apoyen la teoría comúnmente aceptada de que el ecotipo SU requiere 
un mayor metabolismo energético y un aumento en el nivel de energía disponible 
como ATP para resistir  el fuerte oleaje que es característico de su hábitat natural. 
Gracias  a  este  experimento  se  ha  aumentado  considerablemente  la  anotación  de 
genes  funcionales  en  L.  saxatilis  que  había  hasta  el  momento.  Además,  la 
secuenciación del transcriptoma ha permitido detectar una batería de  SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphisms) potencialmente implicados en las diferencias fenotípicas y 
en los procesos de adaptación y especiación incipiente de los ecotipos RB y SU, útiles 
para futuros estudios de adaptación ecológica.
El  hecho  de  que  los  pares  de  ecotipos  divergentes  de  L.  saxatilis  ocupen 
hábitats contrastados en distintas regiones geográficas no es suficiente para inferir 
origen paralelo y desconocemos en qué medida esta evolución fenotípica paralela es 
el producto de una evolución genética paralela y su escala a nivel genómico. Por ello, 
la  segunda  parte  de  esta  tesis  está  orientada  al  uso  de  la  tecnología  de  los 
microarrays para estudiar la base molecular de la evolución paralela de los ecotipos 
RB  y  SU  en  tres  localidades  alejadas  geográficamente.  Los  microarrays  se  han 
utilizado tanto para escanear  el  transcriptoma como el  genoma,  interpretando las 
distintas intensidades de señal de hibridación como expresión génica (en el caso de 
transcriptómica) o como variación en secuencia genómica o número de copias (en el 
caso del escaneo genómico). Siguiendo la misma estrategia que en el primer capítulo, 
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se  compararon  las  diferencias  de  expresión  génica  y  de  variación  en  secuencia 
genómica entre ecotipos de una misma localidad, añadiendo la  comparación entre 
distintas  localidades  (Silleiro,  Roncudo  y  Burela)  para  intentar  inferir  evolución 
paralela.  Las diferencias de expresión y de secuencia encontradas fueron mayores 
entre  localidades que entre  ecotipos,  lo  que sugiere  que las  localidades surgieron 
antes que los ecotipos, conforme a lo esperado bajo un modelo de evolución paralela. 
Además, los resultados mostraron una mayor diferenciación en expresión génica (22,2 
%)  que  en  variación  en  secuencia  genómica  (7,5%)  entre  ecotipos,  sugiriendo  la 
actuación  de  factores  evolutivos  y/o  ambientales  de  mayor  intensidad  en  el 
transcriptoma.  A su vez,  146 genes y 354 sondas (sobre un 0,80% y un 0,30% de 
todos  los  genes/sondas  estudiados)  mostraron  cambios  paralelos  en  las  tres 
localidades (genes candidatos), usando el filtrado por señal y la corrección multitest 
SGoF. Estos bajos porcentajes sugieren que la historia demográfica de las localidades 
es parcialmente independiente, pero a su vez el  patrón de variación de los genes 
candidatos podría ser el fruto de la acción de la selección adaptativa convergente en 
respuesta a un similar gradiente ambiental en las distintas localidades analizadas. La 
naturaleza adaptativa de los genes candidatos es también consistente con el hecho 
de que la diferenciación geográfica de estos genes es muy superior a la observada en 
los genes que no presentaron diferencias entre ecotipos dentro de cada localidad, y 
por tanto éstos últimos serían más susceptibles de evolucionar de forma neutral. La 
mayoría de los genes con cambios paralelos presentaron cambios direccionales (90% 
de  cambios  direccionales  en  los  datos  de  expresión  y  un  83%  en  variación  en 
secuencia  genómica),  perteneciendo  a  diferentes  grupos  funcionales  asociados  al 
crecimiento  de  la  concha  y  la  resistencia  al  estrés,  entre  otros,  que  podrían 
desempeñar  un importante papel  en la adaptación a  los ambientes extremos que 
habitan estos ecotipos. Además,  solamente 13 genes mostraron cambios paralelos 
direccionales tanto en expresión como en secuencia genómica, lo que denota una 
marcada falta de dualidad entre ambos niveles, por lo que se deduce que los cambios 
paralelos  producidos  en  regiones  reguladoras  o  efectoras  actúan  sobre  genes 
diferentes.  De  estos  13  genes  se  pudo  identificar  dos  de  ellos,  asociados  a  la 
codificación de la tubulina y al sistema hormonal. 
En el experimento de los  microarrays se han encontrado muchos más genes 
que podrían estar implicados en la adaptación local  (genes  outliers  específicos de 
localidad) que genes implicados en la evolución paralela, sugiriendo que hay pocos 
genes  que  se  expresan  de  la  misma  manera  en  las  distintas  localidades 
simultáneamente,  por  lo  que  los  cambios  evolutivos  en  especies  sometidas  a 
presiones  selectivas  similares  podrían  ser  no  predecibles.  Referente  a  los  genes 
outliers,  no se ha encontrado ninguna correlación entre sus anotaciones funcionales 
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entre las distintas localidades.  Solamente se observa en la localidad de Burela un 
mayor número de genes relacionados con el metabolismo energético. De todas formas 
habría que secuenciar los genes outliers y aplicar tests de neutralidad para comprobar 
realmente si la selección está actuando sobre estos genes en cada localidad.
En esta tesis se encontraron una serie de evidencias que refuerzan el papel 
central de la selección en L. saxatilis, es decir, la selección natural divergente como 
generadora de las diferencias morfológicas, ecológicas y de comportamiento que se 
observan  entre  los  ecotipos  y  localidades.  Una  de  estas  evidencias  es  la  menor 
varianza encontrada en los genes con cambios paralelos direccionales comparada con 
la  de  los  no  direccionales.  De  todas  formas,  no  se  puede  descartar  una  posible 
actuación de procesos estocásticos,  ya que la  selección  natural  divergente  podría 
estar co-actuando con la deriva genética en las poblaciones analizadas de L. saxatilis.  
Es por ello que, en la última parte de esta tesis, se desarrolla un método de detección 
de selección natural divergente en especies no modelo. Como L. saxatilis se encuentra 
bajo  un  escenario  muy  peculiar  (es  decir,  poblaciones  sometidas  a  selección 
divergente y con flujo génico entre ellas), no existen métodos que de forma explícita 
modelicen  el  impacto  de  la  selección  bajo  este  tipo  de  escenario  evolutivo.  El 
funcionamiento del nuevo método propuesto se analizó mediante la simulación por 
ordenador  de  genomas  de  individuos  diploides  pertenecientes  a  dos  poblaciones 
sometidas  a  selección  divergente  y  utilizando  estimas  empíricas  de  parámetros 
demográficos.  Los datos simulados permitieron determinar y comparar  la potencia 
estadística del nuevo método propuesto para detectar selección natural, mostrando 
un comportamiento parecido al de estadísticos similares, con la notable mejoría de 
que  el  estadístico  propuesto  puede  aplicarse  a  especies  de  las  que  no  se  tenga 
información suficiente de sus filogenias. Además, se observó un efecto de la posición 
nucleotídica sometida a selección sobre la capacidad de algunos métodos de detectar 
selección,  encontrando  que,  cuanto  más  alejada  esté  la  posición  selectiva  de  los 
extremos del genoma, más eficientes y precisos son los métodos a la hora de detectar 
selección en dicha posición.
En conclusión, se ha conseguido identificar y anotar un importante número de 
genes codificadores potencialmente adaptativos, combinando diferentes herramientas 
para  investigar  varios  niveles  moleculares  (variación  en  el  transcriptoma  y  el 
genoma), con el fin de determinar cuáles son los principales mecanismos moleculares 
que  conducen  fenómenos  tan  importantes  como  son  la  especiación  y  evolución 
paralela.  Además,  se  ha  conseguido  desarrollar  un  estadístico  mejorado  para  la 
detección de selección divergente en especies no modelo.
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1. Introducción
1.1. Adaptación y especiación ecológica
Charles Darwin escribió en su libro El Origen de las Especies que la selección 
natural  es el  mecanismo responsable de las adaptaciones de los organismos a su 
ambiente, siendo determinante en el  proceso de evolución (Darwin, 1859).  Darwin 
interpretaba la evolución por selección natural como un proceso gradual de cambio 
dentro  de  las  poblaciones,  en  el  que  las  variantes  mejor  adaptadas  al  ambiente 
incrementaban  su  frecuencia  en  relación  a  las  peor  adaptadas  a  lo  largo  de  las 
generaciones, postulando que la aparición de nuevas especies seguiría un proceso 
similar  (Ridley,  1996).  Hoy  en  día  es  comúnmente  aceptado  que  aunque  varios 
factores  pueden  promover  cambios  evolutivos,  sólo  la  selección  natural  es 
responsable de la evolución adaptativa (Schluter, 2000; Coyne & Orr, 2004), siendo de 
hecho la fuerza más importante en la formación de nuevas especies (Orr, 2001). La 
comprensión  de  los  mecanismos  inherentes  a  la  especiación  está  muy  ligada  al 
concepto de especie. El “concepto biológico de especie” comúnmente utilizado en la 
actualidad define una especie como un grupo (o población) natural de individuos que 
potencialmente pueden cruzarse entre sí y que están aislados reproductivamente de 
otros  organismos  (Mayr,  1942).  Bajo  esta visión,  entender  la  especiación requiere 
identificar  los  cambios  genéticos  asociados  a  la  aparición  del  aislamiento 
reproductivo,  y  que limitan  el  intercambio  de  material  genético  entre  poblaciones 
debido a la reducción de la eficacia en el ambiente genético y/o ecológico no nativo 
(Butlin & Ritchie, 2009).  
Los mecanismos mediante los cuales se pueden originar nuevas especies por 
selección natural se agrupan en dos grandes categorías: la especiación ecológica y la 
especiación por mutaciones alternativas (mutation order) (Schluter & Conte, 2009). En 
la especiación ecológica, el aislamiento reproductivo entre poblaciones surge como 
resultado de la adaptación a diferentes ambientes o nichos ecológicos. La selección 
natural es por tanto divergente, actuando en direcciones opuestas entre ambientes, y 
conduciendo así a la fijación de distintos alelos, cada uno favorecido en un ambiente 
pero no en el otro. En la especiación mediante mutaciones alternativas, la evolución 
del  aislamiento  reproductor  surge  como  resultado  de  la  fijación  de  diferentes 
mutaciones ventajosas entre poblaciones que viven en ambientes parecidos y que 
experimentan  presiones  selectivas  similares.  La  divergencia  resultante  de  la 
acumulación  de  distintos  juegos  de  mutaciones  genera  incompatibilidades  entre 
poblaciones, causando así un aislamiento reproductor (Schluter & Conte, 2009). De 
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este  modo,  en  la  especiación  por  mutaciones  alternativas  la  ecología  per  se no 
favorece la divergencia,  por lo que a diferencia de la especiación ecológica no se 
espera una asociación entre divergencia ecológica y aislamiento reproductor (Nosil, 
2012).  La  importancia  relativa  de  estas  dos  categorías  de  mecanismos  para  la 
formación de nuevas especies en la naturaleza es a día de hoy desconocida (Schluter, 
2009). 
En los últimos años se han ido acumulando un número creciente de evidencias 
que muestran la plausibilidad de la especiación ecológica en la naturaleza. A día de 
hoy,  existen ejemplos de muchas especies reales que han evolucionado al  menos 
parcialmente  como resultado  de  la  selección  divergente  entre  distintos  ambientes 
(Nosil, 2012). La especiación ecológica presenta unas señas de identidad que pueden 
ser fácilmente reconocidas en la naturaleza, como el aislamiento reproductor debido 
al apareamiento asociativo entre individuos que presentan una preferencia activa por 
vivir y aparearse dentro de su ambiente nativo. Ejemplos incluyen la preferencia por 
vivir y aparearse en determinadas plantas huésped por parte de algunos insectos, el 
apareamiento  por  tamaño  y  color  observados  en  determinados  peces,  o  el 
apareamiento  dependiente  del  tamaño  del  pico  detectado  en  ciertas  especies  de 
pájaros, todos ellos caracteres susceptibles de encontrarse afectados por selección 
divergente  entre  ambientes  (Schluter,  2001;  Via,  2001;  Lowry  et  al.,  2008).  La 
especiación ecológica también puede ser inferida mediante una disminución de la 
tasa de supervivencia o un bajo éxito reproductivo de los individuos en su ambiente 
no nativo.  Una huella característica de la especiación ecológica es la aparición de 
aislamiento  reproductor  entre  las  poblaciones  que  se  encuentran  adaptadas  a 
distintos ambientes,  pero no entre las adaptadas al  mismo ambiente (Nosil  et  al., 
2005;  Schluter,  2009).  En  definitiva,  hoy  en  día  resulta  relativamente  sencillo 
determinar  el  impacto  de  la  selección  sobre  ciertos  caracteres  fenotípicos  y  su 
relación con el aislamiento reproductor, aunque las bases genéticas de la especiación 
ecológica siguen siendo aún poco conocidas (Schulter, 2009).
La  especiación  ecológica  puede  surgir  en  cualquier  contexto  geográfico, 
aunque siempre ha de estar ligada a la existencia de barreras que limiten el flujo de 
genes  entre  distintas  formas  ecológicas.  En  un  principio,  Darwin  comenzó 
favoreciendo la formación de especies bajo el modelo hoy denominado alopátrido, en 
el  que  la  especiación  es  un  subproducto  del  cambio  genético  ocurrido  en  una 
población  como  consecuencia  de  su  aislamiento  geográfico  y  reproductivo. 
Posteriormente,  se  inclinó  hacia  el  modelo  simpátrido,  en  el  que  se  requiere  la 
intervención directa de la selección natural y que no precisa de separación geográfica. 
Sin embargo, a día de hoy es muy difícil demostrar que un proceso de divergencia 
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completo  ha  ocurrido  sin  separación  espacial  (Butlin  et  al.,  2009). 
Independientemente del contexto geográfico en el que se produce la especiación, las 
barreras reproductivas pueden actuar 1) previniendo el apareamiento entre distintas 
formas ecológicas (premating isolation barriers), 2) impidiendo la formación del cigoto 
(pre-cigóticas),  o  3)  actuando después de la  formación del  cigoto (post-cigóticas), 
dando como resultado un cigoto estéril o inviable (Saura et al., 2011). En la mayoría 
de los casos actúan preferentemente las premating isolation barriers  (Coyne & Orr, 
2004;  Schluter  &  Conte,  2009).  Pero  algunos  autores  consideran que las  barreras 
precigóticas  son  las  principales  responsables  de  mantener  separadas 
reproductivamente a las poblaciones naturales (Kirkpatrick & Ravigné, 2002). 
La laguna actual más importante en la comprensión de la especiación reside en 
la relación existente entre genes, selección y el fenotipo (Conte et al., 2012). Una de 
las cuestiones sin resolver es si la evolución adaptativa es debida a unos pocos genes 
con gran efecto fenotípico o es debida a la interacción de muchos genes con pequeño 
efecto  (Nadeau  &  Jiggins,  2010).  Estudios  empíricos  basados  en  el  mapeo  de 
caracteres cuantitativos (QTL, de sus siglas en inglés Quantitative Trait Loci) sugieren 
que los loci con gran efecto juegan un papel determinante en los cambios adaptativos 
(Orr,  2005).  Similarmente,  trabajos  teóricos  parecen  sugerir  que  los  cambios 
asociados  con  grandes  efectos  son  más  probables  en  las  fases  tempranas  de  la 
adaptación a un nuevo ambiente, siendo esta adaptación perfeccionada a posteriori  
por  sustituciones  de  pequeño  efecto  (Orr,  2005).  Entender  la  genética  de  la 
especiación,  en  definitiva,  requiere  identificar  los  cambios  clave  implicados  en  la 
diferenciación y en el  aislamiento reproductivo,  el  orden en el  que estos  cambios 
ocurren, la manera en que interaccionan y las fuerzas evolutivas que los extienden a 
otras poblaciones (Butlin & Ritchie, 2009). 
1.2. Adaptaciones locales en la especiación paralela
Una  evidencia  a  favor  del  papel  de  la  selección  en  la  especiación  es  la 
ocurrencia de especiación paralela, que tiene lugar cuando los rasgos implicados en el 
aislamiento  reproductivo  evolucionan  independiente  y  repetidamente  como 
subproducto de la adaptación a determinadas condiciones ecológicas en poblaciones 
sometidas a un rango similar de ambientes (Schluter & Nagel, 1995; Rundle et al., 
2000; Nosil  et al.,  2002).  Esto implica a la selección natural  como causante de la 
divergencia, pues es muy improbable que la deriva genética produzca este tipo de 
cambio  repetidamente  en  linajes  independientes  (Nosil,  2012).  Debido  a  que  la 
selección  natural  actúa  en  última  instancia  sobre  la  variación  subyacente  a  un 
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carácter, la identificación de los genes asociados a cambios evolutivos paralelos entre 
poblaciones  es  un  aspecto  esencial  para  la  identificación  de  genes  candidatos 
implicados en la divergencia fenotípica adaptativa. Se han propuesto dos hipótesis 
alternativas para el origen de los cambios genéticos paralelos. La primera establece 
que las restricciones funcionales inducidas por interacciones pleiotrópicas negativas 
pueden  ser  considerables,  de  modo  que  el  cambio  paralelo  de  un  determinado 
carácter implicaría en la mayoría de los casos los mismos genes a fin de minimizar 
estas  interacciones (Stern,  2000).  Alternativamente,  en ausencia  de  pleiotropía,  la 
evolución paralela de los fenotipos no tendría por qué implicar necesariamente a los 
mismos  genes  (Schluter  et  al.,  2004).  La  evidencia  experimental  disponible 
actualmente demuestra la plausibilidad de estos dos mecanismos en la naturaleza 
(Stern, 2013).
Un problema común en los estudios de evolución paralela consiste en distinguir 
esta hipótesis de la hipótesis alternativa en la que la diferenciación entre las formas 
ecológicas  surgió  una  única  vez  en  alopatría  y  comparten  en  la  actualidad  un 
escenario de simpatría tras un contacto secundario.  Sin embargo,  tanto un origen 
múltiple como único dejan distintas huellas filogenéticas que pueden reconocerse en 
un  árbol  de  haplotipos.  Puesto  que  la  evolución  paralela  implica  el  surgimiento  y 
diseminación  de  mutaciones  en  linajes  independientes,  los  distintos  morfotipos 
deberían agruparse en los árboles filogenéticos conforme a su localidad de origen 
(Figura 1). Esto es debido a que los alelos originados en la misma localidad forman 
grupos monofiléticos en la filogenia.  En contraste, un origen único de los distintos 
morfotipos en el que las diferencias fenotípicas surgieron en alopatría daría lugar a 
árboles filogenéticos en los que los distintos individuos se agruparían por morfotipo y 
no  por  su  origen  geográfico  (Figura  1)  (Quesada  et  al.  2007).  No  obstante,  si  el 
aislamiento  reproductivo  no  es  completo,  en  presencia  de  recombinación  el  flujo 
génico  entre  morfotipos  en  simpatría  puede  hacer  que  formas  divergentes  de  un 
origen  único  y  que  habitan  una  misma  localidad  parezcan  más  cercanas 
evolutivamente de lo que realmente son, pudiendo generar así un falso patrón de 
especiación paralela (Quesada et al., 2007). Otra dificultad puede ser la retención de 
polimorfismos ancestrales  en las poblaciones divergentes,  que podría  generar  una 
señal  filogenética  ambigua  sugiriendo  un  escenario  de  evolución  paralela  donde 
realmente  sólo  existe  un  contacto  secundario  de  poblaciones  originalmente 
alopátridas (origen único) (Johannesson et al., 2010).
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Figura  1.  Dos  escenarios  alternativos  (evolución  múltiple  en  simpatría  u  origen  único  en 
alopatría  de  los  morfotipos)  que  predicen  diferentes  patrones  filogenéticos  en  un  árbol  de 
haplotipos. Bajo la hipótesis de origen múltiple, los haplotipos están agrupados por localidad. 
Bajo la hipótesis de origen único, los haplotipos están agrupados por morfotipo. Modificado de 
Quesada et al. (2007).
La convergencia evolutiva resultado de la evolución paralela sugiere la existencia 
de  restricciones  funcionales  sobre  cómo  la  variación  puede  ser  generada  en  los 
genomas y/o cómo la selección natural  favorece la fijación de ciertas variantes en 
detrimento de otras. Recientes investigaciones indican que la aparición de las mismas 
adaptaciones  de  modo  independiente  en  organismos  separados  en  lugares  y 
momentos  distintos puede  ser  relativamente  frecuente  en  la  naturaleza  (Stern  & 
Orgogozo, 2009), sugiriendo que la evolución de los genomas podría no ser aleatoria, 
sino el resultado de procesos mutacionales y selectivos que podrían ser de alguna 
manera  predecibles  (Conte  et  al.,  2012).  Se  han  encontrado  ejemplos  de  ello  en 
especies de insectos, donde se ha detectado muy poca variedad en los mecanismos 
que contrarrestan el efecto de una toxina vegetal, siempre asociados a una misma 
mutación implicada en la resistencia (Dobler et al., 2012). Éste es un nivel significativo 
de repetición evolutiva y sugiere que el desarrollo de la resistencia a esta toxina tuvo 
muy  pocas  opciones  efectivas.  En  otro  estudio  reciente  (Mahler  et  al.,  2013)  se 
encontró un notable grado de convergencia en los lagartos que ocupan ambientes 
similares (la evolución ha producido lagartos muy parecidos entre islas). Por lo tanto, 
las  especies  que  ocupan  nichos  similares  ecológicamente  muestran  a  menudo 
patrones  de  divergencia  que  son  también  bastante  similares,  sugiriendo  que  la 
evolución paralela entre linajes independientes y cercanos filogenéticamente es una 
consecuencia predecible de la selección natural (Schluter, 2000).
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El biólogo Stephen Jay Gould se preguntó si el resultado de la evolución sería el 
mismo si se volviera a reproducir la cinta de la vida (Jay, 1989). Gould propuso que la 
evolución  no  es  predecible  y  que  es  bastante  irrepetible,  ya  que  sería  muy poco 
probable  que  los  factores  que  influyen  en  la  evolución  se  comportaran  de  igual 
manera una segunda vez y volviera a haber las mismas especies que ya hubo y hay. 
Pero cuando, en algunas circunstancias,  se ve implicada la selección natural  como 
fuerza importante en la evolución, se podría predecir el patrón a seguir por algunas 
poblaciones,  ya  que  hay  pocas  opciones  efectivas  a  seguir  en  determinados 
ambientes.  Resumiendo, la evolución se produce por una combinación de cambios 
aleatorios y adaptativos que hacen que los organismos cambien a lo largo del tiempo. 
1.3.  Arquitectura  genética  de  la  regulación  de  la  expresión 
génica 
Los mecanismos que intervienen en la transmisión y expresión de los genes 
constituyen el Dogma Central  de la Biología, que establece que la información del 
ADN se transcribe a ARN para finalmente formar las proteínas (Crick, 1970) (Figura 2). 
En general, se acepta que el control de los procesos metabólicos es jerárquico y que 
se origina a nivel  de la transcripción,  continuando en la traducción (activación de 
proteínas y proteólisis) y la actividad enzimática (alosterismo), o una combinación de 
ellas  (por  ejemplo,  una  cascada  de  señalización)  (Vemuri  &  Aristidou,  2005).  Sin 
embargo, todavía se está lejos de entender los fenómenos de regulación desde una 
perspectiva global, aunque resulta interesante explorar en qué medida un patrón de 
evolución molecular paralelo puede estar influido por la posición de los genes dentro 
de las redes de regulación.
Estudios  teóricos  sugieren  que  es  de  esperar  que  la  evolución  molecular 
paralela  ocurra  más  a  menudo  en  posiciones  de  la  red  de  regulación  donde  se 
minimicen los efectos pleiotrópicos y maximicen los cambios fenotípicos (Colosimo et 
al., 2005; Zhen et al., 2012), lo que se conoce como la hipótesis de los  hotspots o 
puntos  calientes  (Martin  & Orgogozo,  2013 y referencias  ahí  citadas).  Existen dos 
posibles localizaciones de un gen dentro de una red que satisfacen estas condiciones. 
En primer lugar, estos genes podrían estar situados bien a la entrada o a la salida de 
la red, por lo que podrían regular por sí mismos alternativas discretas del fenotipo de 
un individuo generando un cambio fenotípico significativo con poca pleiotropía. Estos 
genes  de  entrada  o  salida  de  las  redes  de  regulación  integran  a  menudo  la 
información de otros genes reguladores, y se encuentran frecuentemente implicados 
en el  control  de múltiples procesos de desarrollo (Stern,  2013).  En segundo lugar, 
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estos  genes  podrían  encontrarse  localizados  dentro  de  la  propia  red  pero  en 
posiciones muy externas, de modo que alteraciones en la expresión de estos genes 
afectarían un rango muy estrecho de caracteres fenotípicos aun cuando su efecto 
sería preciso y substancial. Por ejemplo, cambios en la expresión de los genes que 
determinan  los  receptores  odorantes  pueden  causar  cambios  sustanciales  en  el 
comportamiento o la fisiología (Stern, 2013).
Figura 2. Distintos niveles de estudio siguiendo el Dogma Central de la Biología. Una vez que el 
ADN se autorreplica,  se produce el  paso de ADN a ARNm (transcripción). El ARNm sale del  
núcleo  de  la  célula  para  la  síntesis  de  proteínas  (traducción).  Fuente: 
http://cienciasalcantara.blogia.com/2009/011701-dogma-central-de-la-biologia-molecular.php.
Los efectos pleiotrópicos de una mutación en la expresión de un gen dependen 
a menudo de la posición de la propia mutación y de si ésta se ha producido o no en 
una región reguladora de la expresión del gen. Cuando el elemento regulador es parte 
de  la  cadena  polinucleotídica  donde  se  localiza  el  gen  a  regular,  se  denomina 
regulador cis. Cuando el elemento regulador es de naturaleza y origen diferente a la 
secuencia genética a controlar, la regulación es de tipo  trans. En otra palabras, las 
regiones reguladoras  cis son aquellas regiones de ADN cortas y no codificantes que 
controlan la expresión génica de un gen cercano; mientras que una región  trans es 
cualquier región reguladora situada en cualquier lugar, excepto en las cercanías del 
gen (Wray, 2007). Las mutaciones que ocurren dentro de la propia región codificadora 
tienen el  potencial  de modificar la función de la proteína producida por el  gen en 
cualquiera de las células donde se exprese el gen. Por el contrario, las mutaciones en 
regiones reguladoras cis o trans influyen la función del gen en sólo un subconjunto de 
los distintos perfiles de expresión que puede presentar el gen. Por esta razón, es de 
esperar  que  las  mutaciones  que  afectan  a  la  región  codificadora  tengan  efectos 
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pleiotrópicos  negativos  mucho  más  importantes  que  los  debidos  a  mutaciones 
ocurridas  en  las  regiones  reguladoras.  De  este  modo,  cambios  en  las  regiones 
reguladoras  podrían  contribuir  a  la  evolución  morfológica  en  una  medida  mucho 
mayor que las propias regiones codificadoras (Carroll, 2008). 
King  y  Wilson  (1975)  aportaron  el  primer  apoyo  experimental  del  papel 
relevante  de  las  regiones  reguladoras  en  la  evolución  fenotípica.  Estos  autores 
observaron pocas diferencias en las secuencias de ADN y de proteínas entre humanos 
y chimpancés respecto a sus diferencias morfológicas, indicando que el origen de sus 
evidentes diferencias morfológicas había de buscarse en las regiones reguladoras. En 
los últimos años ha crecido el  número de casos en los que las mutaciones en las 
regiones reguladoras cis tienen interesantes contribuciones (Stern, 2000; Wray, 2007). 
Un ejemplo de evolución en la región reguladora cis es un estudio donde se comparan 
especies divergentes de Drosophila que se diferencian en la expresión de una proteína 
responsable de la pigmentación punteada de las alas de los machos y que juega un 
papel importante en el cortejo (Gompel et al., 2005; Prud'homme et al., 2006). Este 
estudio muestra que la modificación de la región reguladora cis afecta a la expresión 
de la proteína en cuestión. Este modelo podría explicar por qué la complejidad de los 
organismos no se correlaciona con el número de genes, puesto que la complejidad es 
una manifestación de los perfiles de expresión génica más que el  producto de un 
elevado número de genes (Markstein & Levine, 2002).  Es decir, la gran diversidad 
morfológica de animales y plantas no resultaría de la presencia de genes distintos, 
sino de cómo estos genes se combinan y relacionan entre sí en el espacio y en el 
tiempo durante el desarrollo embrionario. 
La  idea  de  que  la  evolución  de  las  zonas  reguladoras  es  crucial  para  la 
innovación evolutiva (Carroll, 2008) ha suscitado sin embargo ciertas críticas, basadas 
en el hecho de que la evidencia experimental disponible es todavía insuficiente para 
apoyar  firmemente  esta  hipótesis.  De  este  modo,  tanto  la  adaptación  como  la 
especiación  podrían  ser  el  fruto  de  una  combinación  de  mutaciones  en  regiones 
codificadoras  y  reguladoras  pero con una importante  contribución de las  regiones 
codificadoras  (Hoekstra  &  Coyne,  2007).  Hay  ejemplos  de  que  los  cambios  en  la 
secuencia de aminoácidos contribuyen a la evolución adaptativa, como en el caso de 
los pájaros, donde los cambios en la estructura de la hemoglobina les permiten migrar 
a montañas más altas (Storz & Moriyama, 2008); o en las proteínas anticongelantes 
de  los  peces,  que  les  permiten  habitar  aguas  más  frías  (Cheng  et  al.,  2003). 
Recientemente, estudios usando secuenciación de última generación han demostrado 
que  la  adaptación  puede  implicar  formas  adicionales  de  cambio  genético,  como 
variación  estructural  (deleciones,  inserciones,  duplicaciones,  etc.)  (Mardis  et  al., 
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2008a; Stapley et al., 2010). Aunque la duplicación génica ha sido reconocida como 
un importante proceso que podría generar nuevos genes o jugar un importante papel 
en la adaptación, se considera que ocurre a una baja tasa (Zhang, 2003; Korbel et al.,  
2008).  Lo  que  es  aparente  es  que  la  variación  estructural  es  más  penetrante  y 
dinámica de lo que se podía pensar y podría presentar un elevado grado de variación 
genética interespecífica (Korbel et al., 2008). Referente a la especiación, no se han 
encontrado  evidencias  experimentales  que  apoyen  la  aparición  de  aislamiento 
reproductivo ligado a cambios en la región reguladora cis (Hoeckstra & Coyne, 2007). 
En definitiva, existe a día de hoy una encendida controversia sobre el grado en que los 
cambios  aminoacídicos  o  las  mutaciones  en  regiones  reguladoras  influencian  los 
caracteres, aunque parece probable que la respuesta pueda depender en parte de la 
escala de tiempo en cuestión (Stern & Orgogozo, 2008 y 2009).  
 
1.4. La huella molecular de la selección natural 
Hoy  en  día  está  recibiendo  un  gran  interés  el  estudio  de  las  presiones 
selectivas que modelan la evolución de la expresión génica (Warnefors & Eyre-Walker, 
2012).  El  análisis  global  de  la  expresión  génica  a  una  escala  genómica  (la 
transcriptómica) tiene la ventaja de poder  medir  miles de transcritos  en un único 
experimento,  proporcionando  una  caracterización  en  profundidad  de  un  estado 
funcional (Bachi & Bonaldi, 2008). La variación en expresión génica entre individuos, 
poblaciones  y  especies,  tiene  un  componente  hereditario  (Whitehead  & Crawford, 
2006a) y está también sometida a plasticidad fenotípica mediada por las condiciones 
ambientales  (Wolf,  2013).  Mucha  de  la  variación  de  expresión  génica  parece  ser 
selectivamente  neutral,  aunque  los  análisis  genómicos  indican  que  una  minoría 
significativa de esta variación podría ser adaptativa (Whitehead & Crawford, 2006a). 
Distintos estudios han tratado de discernir las bases de la evolución de la expresión 
génica examinando los patrones de expresión dentro y entre especies (Rifkin et al., 
2003; Khaitovich et al., 2004; Gilad et al., 2006). Estos estudios han interpretado la 
existencia  de patrones de sobre-expresión en ciertas  especies de un mismo linaje 
evolutivo como evidencia de selección (Khaitovich et al.,  2004; Gilad et al.,  2006). 
Alternativamente, bajos niveles de variación intra-poblacional en expresión respecto a 
los niveles de divergencia en expresión entre especies también han sido interpretados 
como evidencia de evolución adaptativa (Rifkin et al.,  2003; Nuzhdin et al.,  2004; 
Meiklejohn et al., 2003). Sin embargo, estas aproximaciones experimentales al estudio 
de la adaptación en expresión no están exentas de controversia debido a nuestro 
conocimiento todavía muy limitado de los mecanismos que rigen la evolución de la 
expresión,  lo que hace difícil  formular  una hipótesis  nula  apropiada contra la que 
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contrastar  y  evaluar  las  observaciones  (Warnefors  &  Eyre-Walker,  2012).  De  este 
modo, no todos los ejemplos de evolución en expresión son reflejo de la adaptación, 
ya  que  también  pueden  resultar  de  efectos  pleiotrópicos  o  de  ligamiento  (Lee  & 
Mitchell-Olds,  2006).  A  pesar  de  estas  dificultades,  los  estudios  evolutivos  de 
transcriptómica deberían proveer conocimientos sobre qué genes son importantes en 
la expresión génica. Whitehead & Crawford (2006a) sugieren de hecho que es muy 
probable que muchos de los cambios en expresión sean sutiles pero importantes y 
que  las  interacciones  entre  genes  puedan  afectar  al  resultado  fenotípico. 
Similarmente,  Derome & Bernatchez (2006) han sugerido que cuando la selección 
direccional  está  actuando  sobre  la  regulación  génica  en  expresión,  esta  puede 
promover una divergencia fenotípica rápida y, en última instancia, la especiación.
En  este  contexto,  el  estudio  de  la  variación  en  el  transcriptoma  permite 
identificar diferencias de expresión entre poblaciones, ofreciendo así una excelente 
oportunidad para investigar las bases genómicas de la divergencia fenotípica paralela 
bajo condiciones ambientales naturales.  Los estudios que rastrean la variación del 
transcriptoma  pueden  así  conducir  a  la  identificación  de  genes  implicados  en  la 
divergencia  adaptativa y  determinar  la  dirección de los  cambios  en expresión.  La 
observación de cambios en expresión en el mismo sentido (cambios direccionales) 
para un mismo juego de genes en distintas poblaciones que han evolucionado de 
forma independiente por evolución paralela constituye un fuerte apoyo de diferencias 
adaptativas en expresión respondiendo de forma idéntica a las presiones selectivas 
asociadas a cambios ambientales comunes (Derome et al., 2006). Además, el teorema 
de  Fisher  predice  que  caracteres  sometidos  a  una  fuerte  selección  deberían  en 
promedio exhibir una menor varianza que los caracteres no influidos por la selección o 
sometidos  a  una  selección  más  débil  (Fisher,  1930).  Puesto  que  la  variación  en 
expresión  génica  puede  considerarse  como  un  carácter  cuantitativo  (Cheung  & 
Spielman,  2002),  la  observación  de  una  variación  en  expresión  menor  para  los 
cambios direccionales que para los cambios no direccionales puede utilizarse como 
evidencia  de  que  los  cambios  direccionales  resultan  de  la  actuación  de  procesos 
selectivos y/o restricciones funcionales mucho más fuertes (Derome et al., 2006). Este 
resultado, sin embargo, no es incompatible con la posibilidad de que genes implicados 
en cambios de expresión adaptativos puedan también interaccionar con otros genes 
de formas distintas en diferentes poblaciones para generar fenotipos similares. 
Una comprensión global de los procesos poblacionales que actúan sobre los 
cambios fenotípicos requiere tanto del conocimiento de las pautas de expresión como 
de la variación y divergencia en la secuencia genómica (Holloway et al., 2007). La 
comparación de las diferencias en secuencia genómica entre fenotipos alternativos 
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que  habitan  distintos  ambientes  aporta  la  información  necesaria  para  tratar  de 
reconstruir  la historia  evolutiva asociada a la distribución de fenotipos actual.  Las 
pautas  de  cambio  observadas  pueden  entonces  contrastarse  con  lo  esperado  en 
ausencia de selección; esto es, con la pauta de variación esperada bajo un modelo 
neutral de evolución molecular (Hughes, 1999). Los estudios destinados a rastrear la 
variación  en  la  secuencia  genómica  entre  poblaciones  que  han  divergido 
recientemente pueden ser utilizados para identificar regiones con una diferenciación 
genética inusualmente elevada. De este modo, la comparación de la divergencia a 
escala  genómica  entre  pares  de  poblaciones  y  la  identificación  de  regiones  que 
exhiben una diferenciación marcadamente superior a la diferenciación promedio del 
genoma  constituye  una  primera  evidencia  de  que  estas  regiones  podrían  haber 
respondido a la selección natural en al menos una de las poblaciones (Jones et al., 
2012;  Stern,  2013).  La  observación  de  que  estas  mismas  regiones  han  divergido 
simultáneamente  en  muchos  pares  de  poblaciones  refuerza  la  hipótesis  selectiva 
(Stern,  2013).  Este enfoque,  cuando se aplica a poblaciones que han desarrollado 
adaptaciones fenotípicas resultado de un proceso de evolución paralela, constituye 
una aproximación válida para la detección de evolución genética paralela, aunque no 
es  siempre posible  establecer  la  conexión  existente  entre  las  regiones  genómicas 
presuntamente selectivas y las diferencias fenotípicas observadas (Stern, 2013). En 
este contexto, el estudio de la ontología de los genes presuntamente selectivos y la 
corroboración de que pertenecen a categorías funcionales implicadas en el origen de 
las diferencias fenotípicas observadas aporta una evidencia adicional de su naturaleza 
adaptativa y su contribución a los cambios fenotípicos observados (Derome et al., 
2006).
La selección natural  deja  otras  huellas  características  en las secuencias  de 
ADN  que  pueden  reconocerse  fácilmente,  como  el  hitchhiking  effect,  efecto  de 
arrastre  o  barrido  selectivo,  que  consiste  en  la  fijación,  junto  con  la  mutación 
seleccionada, de las mutaciones neutras ligadas a la selectiva. El resultado es una 
disminución  del  nivel  de  variabilidad alrededor  de  la  posición  en  que  apareció  la 
mutación seleccionada (Figura 3).  Cuando el  origen de la  mutación adaptativa es 
reciente y no ha transcurrido tiempo suficiente para su fijación, se habla de barridos 
selectivos incompletos. La extensión de la huella dejada por un barrido selectivo sobre 
una  región  genómica  es  directamente  proporcional  a  la  ventaja  adaptativa  de  la 
mutación seleccionada e inversamente proporcional a la frecuencia de recombinación 
(Sabeti  et  al.,  2007).  Cuanto  menor  es  la  ventaja  adaptativa  y  mayor  es  la 
recombinación, más pequeña es la región genómica afectada por el barrido selectivo y 
por  tanto su detección resulta  más difícil  (Hermisson & Pennings,  2005;  Pritchard, 
2010).
-21-
                                                                                                                      Introducción 
Figura 3. Caída de la variabilidad genética debida al barrido selectivo.
Una dificultad adicional en la detección de los barridos selectivos radica en que 
la historia demográfica (la trayectoria de las poblaciones a través del tiempo) puede 
mimetizar  la  huella  dejada  por  la  selección  natural.  De  este  modo,  una  marcada 
reducción de la variabilidad genética puede ser producto tanto de un barrido selectivo 
como de un fuerte cuello de botella (Ometto et al., 2005). Sin embargo, los efectos 
demográficos y selectivos pueden distinguirse gracias a su distinto impacto sobre la 
variabilidad global de los genomas. Mientras que la historia demográfica afecta a los 
patrones  de  variabilidad  del  genoma  en  su  totalidad,  la  acción  de  la  selección 
adaptativa es restringida y actúa localmente en genes individuales (Ometto et al., 
2005). El poder cuantificar la importancia relativa que tienen la selección natural y los 
factores demográficos en moldear la variabilidad nucleotídica es actualmente uno de 
los temas de mayor debate en la genética de poblaciones molecular (Li et al., 2012). 
La mayoría de las técnicas de detección de selección a nivel intraespecífico 
basadas en el análisis de secuencias de ADN se centran en el análisis del espectro de 
frecuencias en las posiciones polimórficas del ADN (Zeng et al., 2007). En los últimos 
años se han desarrollado nuevos métodos que se basan en el estudio de haplotipos, 
observando  sus  frecuencias  y  longitudes  para  detectar  aquellos  que  exhiben  un 
marcado  desequilibrio  de  ligamiento  (LD,  según  sus  siglas  en  inglés  Linkage 
Disequilibrium) (Hussin et al., 2010) a lo largo de extensas regiones genómicas, una 
de las huellas características de los barridos selectivos incompletos (Stephan et al.,  
2006). Los estudios de simulación son claves para contrastar la eficiencia y el buen 
funcionamiento de los nuevos métodos, especialmente en cuanto a la capacidad  para 
dilucidar entre factores demográficos y selectivos cuando trabajamos sobre datos a 
escala  genómica.  Un  método  basado  en  el  estudio  de  haplotipos  es  el  test  EHH 
(Extended Haplotype Homozygosity) (Sabeti et al., 2002), cuya principal desventaja es 
que se necesita información a priori, como conocer dónde podría encontrarse el sitio 
candidato a ser selectivo y la tasa de recombinación local. Teniendo dicha información, 
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es uno de los métodos más potentes (Zeng et al., 2007).
 
 Además de detectar la huella de la selección en las secuencias de ADN, es 
interesante  localizar  la  posición  nucleotídica  que  supuestamente  se  encuentra 
sometida a selección. En la literatura es difícil encontrar estudios sobre la capacidad 
de los métodos para localizar correctamente el  SNP  (de sus siglas en inglés  Single 
Nucleotide Polymorphism)  selectivo cuando éste se halla en distintas posiciones del 
genoma.  De  hecho,  la  mayoría  de  los  estudios  realizados  para  contrastar  el 
funcionamiento  de  los  métodos  consideran  los  SNPs selectivos  en  el  medio  del 
cromosoma (Zeng et al., 2007; Lin et al., 2011; Li et al., 2012), o colocan dichos SNPs 
de manera aleatoria (Przeworski, 2002). Un método desarrollado recientemente es el 
estadístico  Svd  (Hussin et al., 2010). Los autores estudian la eficiencia del método 
mediante simulaciones en las que ubican el  SNP selectivo en el centro del haplotipo 
bajo estudio, lo que puede ser problemático, pues sería posible detectar una señal 
selectiva espuria en la posición central simplemente porque los valores del estadístico 
se distribuyen uniformemente con un valor medio ubicado precisamente en el punto 
central de la región analizada (véase sección “2.3.2.4. Localización de la posición del 
SNP selectivo”  de  Material  y  Métodos).  Por  esta  razón,  es  interesante  comprobar 
mediante  simulación  el  funcionamiento  de  los  modernos  estadísticos,  y  si  es 
necesario,  desarrollar  otros  nuevos  cuando  se  desea  investigar  escenarios 
demográficos  tan  específicos  como  los  de  la  divergencia  ecológica  asociada  a  la 
evolución paralela.
1.5.  Tecnologías  para  el  estudio  de  la  adaptación  y  la 
especiación a escala genómica 
El  espectacular  avance  que  ha  experimentado la  biología  molecular  en  los 
últimos años con el desarrollo de tecnologías como los secuenciadores automáticos o 
los microarrays que posibilitan el análisis simultáneo de la variación en secuencia y/o 
expresión de cientos o miles de genes a una escala genómica, ha generado un punto 
de inflexión en nuestra  manera de estudiar  la  adaptación y  la especiación en las 
poblaciones naturales (Nadeau & Jiggins, 2010). Estas tecnologías están permitiendo 
la utilización de aproximaciones a una escala global en las que, en vez de estudiar las 
partes que constituyen los sistemas biológicos por separado, se estudian como un 
todo intentando así entender la relación e integración de los distintos niveles, desde el 
genotipo al fenotipo. El ADN deja así de ser el único nivel estudiado, desatando el 
mismo interés  que el  resto  de los  niveles  moleculares,  como los  transcritos  o  las 
proteínas (Ge et al., 2003). 
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1.5.1. Tecnologías de secuenciación de alto rendimiento
Las tecnologías de secuenciación de última generación  (NGS de las siglas en 
inglés  Next Generation  Sequencing)  se  caracterizan  por  usar  métodos  de 
secuenciación masiva en paralelo, generando miles o millones de secuencias a la vez 
y  a  un  coste  relativamente  reducido.  Las  secuencias  generadas  por  estos 
secuenciadores (reads) se ensamblan en secuencias más largas y continuas (contigs) 
y se asignan a genes y, en su caso, a transcritos individuales. De este modo, una 
carrera de un equipo de alto rendimiento permite obtener varios millones de  reads 
parcialmente  superpuestos,  garantizando una elevada cobertura  en cada región  y 
afianzando la calidad de las secuencias consenso generadas en los ensamblajes. Esta 
disponibilidad de información sobre cientos y miles de loci ha revolucionado el estudio 
de la base genética de la adaptación y la especiación, posibilitando el rastreo a gran 
escala de aquellos loci que presentan las pautas de variación genética características 
de la acción directa o indirecta de la selección natural adaptativa. Las aplicaciones de 
la tecnología NGS son muy amplias y variadas, pudiendo desde secuenciar genomas 
nucleares  de  ancestros  extinguidos  (como  los  neandertales)  hasta  estudiar  el 
metagenoma de una especie (Mardis, 2008b).
La secuenciación de última generación puede aplicarse a todo el genoma, al 
transcriptoma (RNA-Seq) o a solamente regiones de interés (Stapley et al., 2010). NGS 
ofrece  la  oportunidad  de  llevar  a  cabo  estudios  en  muchas  especies  interesantes 
desde  el  punto  de  vista  ecológico  sin  el  requerimiento  de  un  organismo  modelo 
relacionado  genéticamente,  lo  que  se  conoce  como  secuenciación  de  novo (sin 
genoma de referencia). Aún así, la disponibilidad de un genoma de referencia puede 
ser  útil  a  la  hora  de  analizar  e  interpretar  los  resultados,  ya  que estos  genomas 
proveen fuentes comparables para el ensamblaje del genoma, para el descubrimiento 
de genes candidatos y para los análisis subsiguientes de, por ejemplo, las tasas de 
divergencia (Stapley et al., 2010).
El número y tamaño de las secuencias (reads) generadas por los equipos de 
secuenciación masiva determina la complejidad de su ensamblaje y análisis.  En la 
actualidad,  Roche 454,  Illumina Solexa y  Life SOLiD son los secuenciadores de alto 
rendimiento más frecuentemente utilizados  (Mardis,  2008b).  Actualmente,  Illumina 
Solexa Genome Analyzer domina en el mercado de la NGS (Metzker, 2010) (Figura 4). 
Illumina  Solexa obtiene  un  menor  número  de  pares  de  bases  por  reacción  de 
secuencia (< 150 pb) que Roche 454, pero su uso es más barato y genera un número 
de secuencias mayor. La NGS es un recurso relativamente reciente, y por ello todavía 
acarrea  una  serie  de  problemas.  Por  ejemplo,  mapear  y  ensamblar  reads puede 
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resultar difícil, particularmente cuando no hay disponible un genoma de referencia de 
especies  cercanas  filogenéticamente.  Estos  problemas  del  ensamblaje  de  novo 
pueden ser aliviados incrementando la cobertura (es decir, aumentando el número y/o 
longitud de los reads), utilizando la secuenciación bidireccional paired-end (Jackman & 
Birol, 2010), o mezclando los reads de distintas plataformas NGS (Aury et al., 2008), 
ya que cada plataforma produce un patrón de cobertura distinto (Metzker, 2010). La 
anotación funcional de las regiones secuenciadas es posible gracias a la disponibilidad 
de  una  gran  variedad  de  recursos  on  line (Schnoes  et  al.,  2009),  pero  está 
habitualmente sesgada a organismos modelo y a redes de genes bien caracterizadas. 
Estas anotaciones pueden ser difíciles en especies no modelo debido a la existencia 
de  una  escasa  información  en  las  bases  de  datos.  Además,  los  errores  de 
secuenciación pueden comprometer la fiabilidad de los resultados tanto en especies 
modelo como no modelo, especialmente en regiones de ADN repetitivo (Wang et al., 
2009).
Un número cada vez mayor de estudios están aplicando las tecnología  NGS 
para diseccionar la base genómica de la evolución paralela. Por ejemplo, Hohenlohe et 
al.  (2010) han utilizado recientemente esta tecnología para la detección de genes 
implicados  en  la  adaptación  del  pez  espinoso  Gasterosteus  aculeatus,  que   ha 
evolucionado de modo similar  en distintos  hábitats  de  agua dulce  a  partir  de  los 
ancestros marinos de los que procede. La utilización de un equipo  Illumina Solexa 
acoplado  a  un  protocolo  novedoso  de  genotipado  para  caracterizar  la  variación 
genética  de  individuos  procedentes  de  poblaciones  oceánicas  y  de  agua  dulce 
permitió detectar tanto la señal de la selección natural disruptiva como equilibradora 
en  un  total  de  35  genes,  los  cuales,  además,  exhibieron  un  patrón  de  evolución 
paralela entre poblaciones. Bradic et al. (2013) han utilizado similarmente NGS en el 
pez Astyanax mexicanus para evaluar la base molecular de la convergencia evolutiva 
resultado de la evolución independiente y paralela de sus poblaciones en distintas 
cuevas,  concluyendo que  el  grado  de  repetibilidad de  la  evolución  molecular  que 
acompaña a los cambios fenotípicos paralelos es sustancial.
Con el inminente desarrollo de la secuenciación de tercera generación (como 
por ejemplo la plataforma Helicos Biosciences) se espera que se produzcan longitudes 
de reads mayores que con la actual NGS (más de 10.000 bases y 100.000 veces más 
rápido) (McCarthy, 2010). Los reads más largos mejorarían el ensamblaje de novo, y 
sería posible determinar, por ejemplo,  qué alelos están en el mismo cromosoma, es 
decir, detectar sitios ligados (Stapley et al., 2010), lo que permitiría aplicar  tests  de 
neutralidad basados en haplotipos  y  la magnitud del  desequilibrio  gamético sobre 
amplias  extensiones  del  genoma para  evaluar  el  impacto  de  la  selección  natural 
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adaptativa (Metzker, 2010). 
Figura 4. Secuenciación por síntesis con la plataforma Illumina Solexa. Los fragmentos de ADNc 
ligados a adaptadores se añaden al soporte sólido (flow cell) junto con cebadores para llevar a 
cabo  la  amplificación  mediante  PCR.  Los  adaptadores  se  unen  a  los  cebadores  formando 
puentes de amplificación. En cada ciclo se añaden simultáneamente a la flow cell nucleótidos 
marcados con fluorescencia, agente bloqueante y enzima polimerasa. Las cadenas se extienden 
nucleótido a nucleótido. Una vez que el sistema óptico escanea cada línea del  flow cell (cada 
línea tiene 100 áreas de fotografiados llamadas tiles), se lavan los nucleótidos no usados, los 
agente  bloqueantes  y  las  polimerasas  y  se  añaden  otra  vez  para  preparar  otro  ciclo  de 
incorporación  de  nucleótidos  fluorescentes.  Una  vez  que  se  obtenga  todo  el  fragmento 
secuenciado (read), se desnaturaliza la doble cadena. Modificado de Mardis (2008b)
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1.5.2.  Escaneo  masivo  del  transcriptoma  y  del  genoma  mediante 
microarrays 
Los  microarrays  constituyen una alternativa efectiva y menos costosa que la 
NGS,  particularmente  en  estudios  poblacionales  donde  es  preciso  el  análisis  de 
decenas o cientos de individuos (Derome et al., 2006). Los resultados son tratados 
como  variables  cuantitativas  que  permiten  reconocer  pautas  coherentes  con  la 
adaptación o la evolución paralela (Derome et al., 2006; Le Queré et al., 2006), pero 
no permiten habitualmente identificar qué tipo de mutaciones son responsables de 
estos cambios o si las mutaciones que están ocurriendo son similares o no (Arendt & 
Reznick, 2008). 
Un  microarray  es  un  arreglo  de  miles  de  secuencias  de  ADN  (sondas) 
inmovilizadas y bien ordenadas adheridas a una superficie sólida, generalmente de 
cristal (Ramsay, 1998; Schena et al., 1998).  La tecnología de los  microarrays tiene 
múltiples  aplicaciones,  como  la  medida  de  la  expresión  génica,  la  metilación,  la 
detección de SNPs, o la identificación de deleciones y duplicaciones (Reimers, 2010). 
Un paso clave en la técnica de los microarrays es la hibridación, es decir, la reacción 
de complementariedad entre las hebras del ácido nucleico de la muestra marcada con 
las sondas complementarias inmovilizadas en el microarray (Figura 5). La temperatura 
a la que la doble hélice de ADN se desnaturaliza es uno de los factores que más puede 
afectar a la hibridación (Wei et al., 2008). Para que el experimento sea exitoso, cada 
sonda debe ser sensible (emitir señal cuando sea hibridada) y específica. 
Las  fuentes  de  variación  en  los  experimentos  de  microarrays tienen  un 
componente biológico y otro técnico. La variación biológica es intrínseca a todos los 
organismos  y  puede  estar  influenciada  por  factores  genéticos  o  ambientales,  o 
también por si las muestras son tratadas individualmente o formando pools (Churchill, 
2002). La variación técnica se introduce durante el procesamiento de las muestras 
(extracción de ADN/ARN, marcaje e hibridación) (Churchill, 2002), y puede ser debida 
a errores sistemáticos y aleatorios. La variabilidad técnica sistemática es aquella que 
afecta de manera similar  a todas las mediciones,  como puede ser la cantidad de 
material disponible o el instrumental de laboratorio. Este tipo de variabilidad se puede 
afrontar  aplicando  distintas  correcciones  sobre  los  datos  brutos,  como  la 
normalización  (Reimers,  2010).  En  cambio,  la  variabilidad  técnica  aleatoria  puede 
afectar de forma distinta a cada componente del experimento, como por ejemplo la 
calidad  del  ADN.  Estos  problemas  pueden  ser  minimizados  mediante  diseños 
experimentales  que  incluyan  réplicas  técnicas  y  biológicas  a  partir  de  las  cuales 
pueden extraerse las distintas fuentes de error y obtener así conclusiones robustas 
sobre los fenómenos biológicos subyacentes (Churchill, 2002).  
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Figura 5.  Pasos a seguir en un experimento con  microarrays. Se marca el  ADN problema y 
referencia con dos fluoróforos distintos, se hibrida con las sondas inmovilizadas en el cristal y se 
escanean los  cristales  para  obtener  medidas  cuantitativas  de las  intensidades  de señal  de 
hibridación y así proceder al análisis de los datos. Modificado de Malone & Oliver (2011).  
Existen varios diseños que pueden ayudar a controlar la variación técnica. Uno 
de ellos es el dye swap, que corrige posibles sesgos debidos al tipo de marcaje usado 
en la muestra problema mediante la realización de réplicas técnicas que difieren en el 
marcaje  utilizado.  Las  señales  espurias  de  hibridación  debidas  a  hibridaciones  no 
específicas con sondas equivocadas pueden ser cuantificadas, por ejemplo, mediante 
la inclusión de sondas aleatorias (random probes) inmovilizadas en el microarray. De 
este modo,  la hibridación no específica de una sonda puede detectarse cuando su 
señal de hibridación con la muestra problema sea menor que la obtenida en la sonda 
aleatoria (Wei et al., 2008). La robustez de las señales de hibridación puede también 
determinarse  mediante  la  replicación  de  una  misma sonda  dentro  del  microarray 
(Reimers, 2010). Asimismo, la señal de fondo asociada al marcaje y que se distribuye 
homogéneamente a lo largo de todo el  microarray puede cuantificarse midiendo la 
magnitud  de  la  señal  presente  en  regiones  del  microarray carentes  de  sondas 
(Reimers, 2010). 
Muchos  estudios  demuestran  una  robusta  relación  entre  las  mediciones 
obtenidas  mediante  microarrays y  la  variación  fenotípica  de  los  individuos.  Por 
ejemplo, los estudios de microarrays que analizan la expresión génica han permitido 
determinar la respuesta molecular al estrés (DeRisi et al., 1997; Eisen et al., 1998), la 
depresión  consanguínea  (García  et  al.,  2013)  o  la  base  molecular  de  numerosas 
enfermedades (Friddle et al., 2000; Chen et al., 2003). Los microarrays también se han 
utilizado  para  determinar  en  qué  extensión  las  pautas  de  variación  en  expresión 
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génica son o no adaptativas (Whitehead & Crawford, 2006a; Holloway et al., 2007; 
Hutter et al., 2008), o la base molecular de la evolución fenotípica paralela (Derome et 
al.,  2006).  Estos  estudios  también han mostrado que la  variación fenotípica entre 
individuos es en muchos casos el resultado de complejas interacciones entre distintas 
rutas  metabólicas  (Schadt  et  al.,  2003;  Oleksiak  et  al.,  2005),  y  que  las 
interpretaciones funcionales de los perfiles de expresión pueden verse complicadas 
por el hecho de que un mismo gen puede generar distintas proteínas como resultado 
de procesos como el  alternative splicing o la poliadenilación alternativa (Derome et 
al., 2006). Los microarrays se han utilizado también con éxito como una alternativa a 
la secuenciación para la detección de genes conservados y no conservados dentro y 
entre  especies  (Edwards-Ingram  et  al.,  2004),  o  el  estudio  de  la  variación  en  el 
número  de copias  y/o  SNPs entre  taxa filogenéticamente  próximos  (Pollack  et  al., 
2002; Le Quére et al., 2006). 
1.6. Littorina saxatilis (Olivi, 1792)
En los estudios de especiación ecológica tiene especial relevancia el empleo de 
especies incipientes, que todavía no hayan completado el proceso de especiación, ya 
que cuando las especies están completamente aisladas reproductivamente es muy 
difícil distinguir las causas que condujeron a su origen de las que se acumularon con 
posterioridad al mismo. En este sentido, el caracol marino  Littorina saxatilis aporta 
una  excelente  oportunidad  para  el  estudio  de  la  arquitectura  genética  de  la 
adaptación y la especiación debido a la relativa abundancia de procesos incipientes de 
especiación (Rolán-Alvarez, 2007). Este caracol ovovivíparo presenta sexos separados 
y  dimorfismo  sexual  debido  al  mayor  tamaño  de  las  hembras,  que  transportan 
docenas  o  cientos  de  embriones  en  su  interior  (Reid,  1996).  Los  adultos  se 
caracterizan  por  tener  una  baja  movilidad  (1,5  metros  por  mes)  (Janson,  1983; 
Erlandsson et al., 1998), que se traduce en un reducido flujo génico entre localidades 
(Pérez-Figueroa  et  al.,  2005).  Estas  características  determinan  que  esta  especie 
presente elevados niveles de variabilidad morfológica a lo largo de todo su rango de 
distribución por el Atlántico Norte (Reid, 1996).
En las costas expuestas del litoral gallego existe un polimorfismo extremo en el 
que  coexisten  en  simpatría  dos  ecotipos  de  L.  saxatilis morfológicamente  muy 
distintos denominados RB y SU (Johannesson et al., 1993) (Figura 6). El ecotipo RB 
(Ridged  and  Banded)  habita  la  zona  alta  de  la  región  intermareal  dominada  por 
balanos (Chthamalus stellatus y C. montagui), presenta costillas y bandas para evitar 
la depredación por parte de los cangrejos (Pachygrapsus marmoratus), es de mayor 
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tamaño y tiene una abertura de la concha pequeña para evitar la desecación causada 
por  las largas horas de exposición solar  durante las mareas bajas (Vermeij,  1982; 
Johannesson & Johannesson, 1990; Johannesson et al., 1993). El ecotipo SU (Smooth 
and Unbanded) se encuentra en la zona baja de la región intermareal dominada por 
mejillones (Mytilus  galloprovincialis),  presenta una concha lisa y sin bandas, es de 
menor tamaño y posee una mayor abertura de la concha (Carvajal-Rodriguez et al., 
2005) que alberga un mayor pie, lo que le permite refugiarse entre las grietas de las 
rocas y lograr un mayor agarre al sustrato como mecanismo de defensa ante la fuerte 
acción del oleaje (Raffaelli & Hughes, 1978; Rolán-Alvarez et al., 1997). Además, estos 
dos  ecotipos  han  desarrollado  un  aislamiento  reproductivo  importante  pero 
incompleto,  resultado  fundamentalmente  del  apareamiento  asociativo  y  su 
microdistribución  diferencial  a  lo  largo de la  zona de contacto,  en la  que pueden 
observarse formas híbridas (Rolán-Alvarez, 2007). 
Figura 6. Hábitat de las formas RB, SU e híbridos de L. saxatilis en las costas rocosas de Galicia.
La selección natural disruptiva a lo largo de la región intermareal ha generado 
con toda probabilidad las diferencias morfológicas, ecológicas y de comportamiento 
que se observan entre estos  dos ecotipos (Rolán-Alvarez,  2007).  Varias evidencias 
independientes apoyan que estas diferencias tienen una base genética y no son el 
fruto de la plasticidad fenotípica, como el hecho de que las diferencias morfológicas 
ya estén presentes en los estadíos tempranos del desarrollo embrionario en individuos 
cultivados  en  el  laboratorio  (Conde-Padín  et  al.,  2009).  Este  conjunto  de 
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características convierte a los ecotipos RB y SU de L. saxatilis en un sistema modelo 
de  especiación  ecológica  incipiente  y  simpátrida  ideal  para  el  estudio  de  los 
mecanismos  moleculares  responsables  de  producir  las  diferencias  adaptativas 
observables en la naturaleza (Cruz et al., 2004a y 2004b; Rolán-Alvarez, 2007). 
Una propiedad sorprendente de este sistema es que estos ecotipos han surgido 
de forma independiente y repetida a lo largo de la costa gallega en respuesta a un 
mismo gradiente ambiental. Esto ha sido confirmado usando argumentos filogenéticos 
(Quesada et al., 2007), y mediante la utilización de enfoques probabilísticos basados 
en marcadores nucleares y mitocondriales que consolidan la hipótesis de un origen 
independiente  y paralelo  como el  escenario  evolutivo más plausible  (Butlin  et  al., 
2014). El interés de este sistema se ha incrementado gracias a la evidencia aportada 
recientemente  de  que  ecotipos  similares  han  surgido  de  forma  independiente  y 
paralela en otras áreas geográficas del Norte de Europa (Reino Unido y Suecia) (Butlin 
et al., 2014). El hecho de que estos ecotipos habiten en ambientes muy similares pero 
en localidades aisladas geográficamente aporta una replicación biológica ideal para el 
estudio de la evolución paralela. Además, su origen reciente (Quesada et al., 2007) 
implica que tanto sus fondos genéticos como las restricciones funcionales ligadas a su 
desarrollo  son  probablemente  muy  similares  entre  localidades,  convirtiendo  este 
sistema en ideal para estudios genéticos comparados. Sin embargo, se desconoce en 
qué  medida  esta  evolución  fenotípica  paralela  es  el  producto  de  una  evolución 
genética paralela. Tampoco se dispone de información sobre cómo la selección natural 
divergente podría haber afectado los genomas de estos ecotipos tanto a una escala 
evolutiva corta como larga, o en qué medida cambios en la expresión de los genes 
podrían ser debidos a la selección natural adaptativa (Johannesson et al., 2010). 
1.7. Objetivos
Esta Tesis Doctoral propone contrastar la hipótesis general de que la evolución 
fenotípica paralela se encuentra asociada a una evolución molecular paralela tanto a 
nivel  de  los  perfiles  de  expresión  génica  como  a  nivel  de  las  diferencias  en  la 
secuencia genómica. Para ello utiliza una combinación de técnicas ómicas (RNA-Seq, 
microarrays)  con  el  objetivo  de  caracterizar  el  impacto  genómico  de  la  selección 
natural mediante el estudio de los patrones de variación en secuencia de regiones 
codificadoras  y  su  relación  con  los  niveles  de  expresión  génica  en  poblaciones 
gallegas de L. saxatilis en las que los ecotipos RB y SU han surgido de forma repetida 
e independiente. Esta tesis constituye, a nuestro entender, el primer trabajo en el que 
se integra la información aportada por  distintos  niveles de organización molecular 
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(expresión, diferencias en secuencia) para el estudio de la adaptación ecológica , junto 
con el modelado mediante simulación de la huella a nivel genómico de la selección 
disruptiva y la modificación de un estadístico para detección de la misma.  De este 
modo,  y  más  allá  de  los  resultados  de  interés  para  Littorina,  esta  tesis  ilustra  la 
aplicabilidad  de  las  tecnologías  ómicas en  estudios  de  genómica  poblacional  en 
organismos no modelo. La demostración de una evolución molecular paralela acorde a 
la evolución fenotípica paralela observada en poblaciones independientes de distintas 
localidades gallegas constituiría un fuerte apoyo a la visión de que la selección natural 
no sólo puede dar lugar a la adaptación, sino que también es un motor generador de 
nuevas especies. Los objetivos específicos de este trabajo se pueden resumir en los 
siguientes puntos:
1.- Generación de recursos genómicos para una especie no modelo mediante la 
secuenciación, ensamblaje de novo, anotación de genes e identificación de SNPs de la 
porción codificadora del genoma de L. saxatilis.
2.- Determinar en qué extensión la especialización fenotípica de los ecotipos RB 
y SU a sus respectivos ambientes está correlacionada con diferencias de expresión y 
secuencia en genes codificadores.
3.-  Obtención  de  un  catálogo  de  todos  los  genes  susceptibles  de  estar 
sometidos  a la acción directa o indirecta de la selección natural  adaptativa en  L. 
saxatilis.
4.- Determinar si la evolución fenotípica paralela de los ecotipos RB y SU está 
asociada a paralelismo en la expresión y diferenciación en secuencia de los genes 
codificadores. 
5.-  Desarrollar  un  estadístico  mejorado  para  la  detección  de  selección 
disruptiva a nivel de secuencias de ADN en especies no modelo. 
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2. Material y Métodos
2.1. Ensamblaje de novo y caracterización del transcriptoma de 
Littorina saxatilis utilizando la tecnología de secuenciación Illumina
2.1.1 Muestreo
Se  recolectaron  individuos  RB  y  SU  del  caracol  marino  L.  saxatilis  en  la 
localidad gallega de Roncudo (N 43°16'29.8'', W 8°59'23.1'') (Figura 7) en septiembre 
del  2010.  Los caracoles se mantuvieron vivos  en un acuario durante 8 días en la 
Estación de Ciencias  Mariñas  de  Toralla  (ECIMAT),  en Vigo (Galicia).  Dicho acuario 
recibe agua salada directamente del mar con un flujo continuo de 30 L/h mediante un 
circuito abierto. El agua de mar tuvo en el mes de septiembre una temperatura media 
de 16°C, una salinidad de 36,1‰ y una concentración de oxígeno de 6,8 mg/L. El 
fotoperiodo  fue  regulado  naturalmente  sin  añadir  horas  de  luz  adicionales.  Como 
suplemento  alimenticio  se  les  suministró  conchas  de  lapa  (Patella spp)  con  tres 
especies de diatomeas o cianobacterias adheridas a ellas (Cylindrotheca clostrerium, 
Navicula  spp  y  Nitzchia  spp),  cultivadas  artificialmente  en  el  laboratorio.  Cada 
individuo adulto fue sexado como macho o hembra atendiendo a la presencia de pene 
o de saco embrionario con embriones desarrollados, respectivamente. Se utilizaron 60 
individuos de cada uno de los dos ecotipos (120 individuos en total).
Figura  7.  Situación  geográfica  de  la  localidad muestreada (Roncudo)  en  el  experimento  de 
secuenciación del transcriptoma. Roncudo se encuentra en Galicia (España), en el suroeste de 
Europa.
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2.1.2. Extracción de ARN 
Sólo se utilizaron hembras en la extracción de ARN debido a que su mayor 
tamaño (Reid, 1996) permite obtener mayores concentraciones de ARN. Los caracoles 
fueron  sacrificados  rompiéndoles  la  concha  con  un  martillo,  sumergiéndolos 
inmediatamente en RNAlater (Ambion) para proceder a su disección. El ARN total de 
cada individuo se extrajo a partir del tejido del pie siguiendo el protocolo de TRIZOL® 
(Invitrogen),  de acuerdo con las recomendaciones del  fabricante. La integridad del 
ARN total se comprobó en geles de agarosa al 1,2%. La concentración y pureza de 
cada muestra de ARN se cuantificó utilizando el NanoDrop 2000c Spectrophotometer 
(Thermo Scientific).
Las extracciones de ARN se utilizaron para crear un total de 4  pools,  2 pools 
por ecotipo: RB1, RB2, SU1 y SU2. Cada  pool está formado por 30 individuos, que 
contribuyen por igual al pool. Como la concentración de los pools de SU no llegaba al 
mínimo de 8 μg necesario para su secuenciación (Tabla 1), se utilizó una mezcla de los 
pools SU1 y SU2. Por lo tanto, la secuenciación del transcriptoma se ha realizado con 8 
μg del  pool RB1 y  8  μg de una  mezcla de los  pools SU1 y SU2 de la localidad de 
Roncudo (Figura 8).
Tabla 1. Concentración, cantidad total y relación de absorbancia 260/280 y 260/230 de los 4 
pools utilizados en este estudio.  
Muestra Concentración (ng/µL) Cantidad total (µg) Relación 260/280a Relación 260/230b
RB1 183,46 8,62 2,12 2,04
RB2 188,72 8,87 2,13 1,91
SU1 87,24 4,10 2,12 2,07
SU2 105,36 4,95 2,11 2,12
a Valores de ~2 indican ausencia de contaminación.b Valores dentro del rango 2,0-2,2 indican ausencia de 
contaminación.
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Figura 8. Diseño experimental de la secuenciación del transcriptoma. Se utilizó un pool de ARN 
procedente de 30 individuos para el ecotipo RB. En el caso del ecotipo SU, se utilizó una mezcla  
de dos pools, cada uno con 30 individuos SU.
2.1.3. Síntesis de ADNc y secuenciación Illumina
La síntesis de ADNc y la subsecuente secuenciación en la plataforma Genome 
Analyzer  de Illumina (www.illumina.com) fueron realizadas por la empresa Progenika 
(http://www.progenika.com). Brevemente, el ARN total de cada pool fue utilizado para 
la síntesis de ADNc de doble cadena gracias a la tecnología SUPERSCRIPT (Invitrogen) 
mediante el  mRNA-Seq Sample Preparation Kit,  siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. La librería de ADNc se elaboró a partir de fragmentos de aproximadamente 
400 pb, que fueron seleccionados mediante electroforesis en gel de agarosa. Después 
de amplificar y purificar la librería de ADNc (usando el QUIAquick PCR Purification Kit 
de Qiagen), se verificó su calidad a través de los perfiles del  Bioanalyzer en un DNA 
1000 Chip (Agilent).  A continuación se cuantificaron las librerías generadas mediante 
PCR cuantitativa.
Finalmente, cada pool fue secuenciado en la plataforma Genome Analyzer  de 
Illumina.  Se utilizó  una  sola  carrera  de  secuenciación  paired-end  (secuenciación 
apareada) de  105  ciclos,  lo  que  implica  dos  lecturas  (Fullwood  et  al.,  2009), 
secuenciando  en  cada  lectura  105  bases  en  cada  uno  de  los  extremos  de  los 
fragmentos de 400 pb.
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2.1.4. Filtrado y ensamblaje de secuencias
En  los  experimentos  de  secuenciación  con  Illumina existe  una  caída  de  la 
calidad en el extremo 3’ de los fragmentos secuenciados o reads (Dohm et al., 2008). 
Para evitar la utilización de datos de baja calidad en la generación del transcriptoma, 
se realizó un proceso de recorte desde el extremo 3’ (read trimming) de cada read con 
el  fin  de  eliminar  aquellas  bases que presentaran una reducción en la calidad de 
secuenciación. Para ello se empleó el programa  ConDeTri v1.0 (Smeds & Künstner, 
2011) (http://code.google.com/p/condetri/), eliminando aquellas bases del extremo 3' 
con un valor del Phred Score (que indica la fiabilidad de la base obtenida en el proceso 
de secuenciación) menor de 20. Un valor de 20 corresponde a una tasa de error en la 
secuenciación de un 1%.  
El  ensamblaje  de  novo (sin  genoma  de  referencia)  se  realizó  a  partir  del 
conjunto de secuencias obtenidas a partir de los dos pools, con el objetivo de generar 
un  conjunto  de  contigs  (en  este  caso  llamados  isotigs,  véase  Glosario) que 
representen la mayoría  de  los transcritos  o isoformas de genes que conforman el 
transcriptoma de Littorina saxatilis. Este ensamblaje se realizó mediante la utilización 
de dos programas de ensamblaje y detección de transcritos:  Trinity  (Grabherr et al., 
2011)  y  Velvet  (Zerbino  &  Birney,  2008),  éste  último  seguido  del  módulo  Oases 
(Schulz et al., 2012) una vez incluidos los resultados de Trinity. 
Los programas Trinity y Velvet-Oases se basan en el uso de los grafos de Bruijn, 
que reducen el tiempo de computación del ensamblaje mediante la rotura de los reads 
en secuencias más pequeñas llamadas k-mers (Figura 9.A). El parámetro k denota la 
longitud  en  pares  de  bases  de  cada una  de  estas  secuencias.  El  grafo  de  Bruijn 
captura  solapamientos  de  longitud  k-1  entre  los  k-mers y  no  entre  los  reads 
propiamente dichos (Figura 9.B). La calidad del ensamblaje de novo depende en gran 
medida  del  valor  del  k-mer  definido  por  el  usuario.  En  el  caso  de  Trinity,  se  ha 
seleccionado un valor de k-mer = 25, mientras que para Velvet se han seleccionado 4 
valores: 31, 35, 39 y 43. La diferencia más llamativa entre ambos programas es que 
Velvet-Oases  atraviesa  el  grafo  de  Bruijn aplicando primero  la  información  de  los 
paired-end reads  para poder  ensamblar  los  isotigs,  mientras  que  Trinity ensambla 
primero las variantes más abundantes (Martin & Wang, 2011). El objetivo de utilizar 
dos ensambladores (Trinity y Velvet) es conseguir, de cada uno de ellos, un conjunto 
de  isotigs que  represente  parte  del  conjunto  del  transcriptoma  real,  para  luego 
combinarlos con el módulo  Oases y obtener un “consenso” de transcriptoma (Figura 
10).
-38-
Ensamblaje de novo y caracterización del transcriptoma                   Material y Métodos  
Figura 9. Esquema del ensamblaje  de novo del trancriptoma (modificado de Martin & Wang, 
2011). A. Generación de secuencias con k igual a 5 a partir de cada read. Con Trinity  se han 
utilizado secuencias con un valor de k-mer = 25, mientras que con Velvet se han seleccionado 4 
valores: 31, 35, 39 y 43. La elección del valor de k-mer influirá en la calidad del ensamblaje, 
siendo los ensamblajes con valores bajos de k-mer más sensibles (ya que generan transcritos 
más largos y/o más raros pero con mayor error) y con valores altos, más específicos (ya que 
generan  transcritos  más  cortos  y/o  menor  número  de  transcritos  raros  pero  más  precisos) 
(Schulz et al., 2012). B. Gráfico de Bruijn formado por las secuencias con k-mer igual a 5. Las 
secuencias se conectan de tal manera que se mueve una base entre cada par de secuencias (k-
1). En el ejemplo se puede apreciar una variación en un nucleótido que podria ser un SNP o un 
error de secuenciación (A/T), causando una ramificación en el grafo de Bruijn. C. Ensamblaje de 
isoformas en función de los diferentes caminos del grafo de Bruijn.
-39-
Ensamblaje de novo y caracterización del transcriptoma                   Material y Métodos  
Figura 10. Esquema de la generación del transcriptoma consenso con el módulo Oases (Schulz 
et al., 2012). 1. Se obtienen los reads secuenciados de los dos pools conjuntamente. 2. A partir 
de los reads se forman isotigs largos (claros) e isotigs cortos (oscuros). 3. Los isotigs largos no 
consecutivos se unen gracias a reads únicos o apareados, formando loci. 4. Los isotigs cortos 
son incluidos. 5. Obtención del locus final, eliminando las uniones redundantes. 
2.1.5. Anotación del transcriptoma generado 
El  transcriptoma  generado  se  comparó  con  la  base  de  datos  de  proteínas 
UniProt (www.uniprot.org) mediante el programa BlastX v2.2.25 (Altschul et al., 1990). 
Cada  uno  de  los  alineamientos  realizados  fue  evaluado  para  determinar  su 
significación  estadística,  teniendo  en  cuenta  la  probabilidad  que  tiene  dicho 
alineamiento de haber sido obtenido al azar. Esta probabilidad viene determinada por 
el e-value. En el presente estudio se ha utilizado un e-value ≤ 1E-06. Además, se ha 
empleado  el  programa  BlastX  v2.2.25 (Altschul  et  al.,  1990)  para  comparar  el 
transcriptoma  obtenido  con  las  bases  de  datos  de  proteínas  de  las  siguientes 
especies:  
• Mytilus edulis (base datos NCBI) 
• Aplysia californica 
(ftp://ftp.ncbi.nih.gov/repository/UniGene/Aplysia_californica/Acl.seq.all.gz) 
• Littorina saxatilis (base datos NCBI) 
• Crassostrea  gigas  (http://genefish.wikispaces.com/crassostreome)  (versión  6 
del ensamblaje “Sigenae_v6_assembly.fa”) 
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La anotación funcional del transcriptoma se ha realizado utilizando la versión 
de  diciembre  del  2013  de  la  base  de  datos  de  Gene  Ontology 
(http://www.geneontology.org/),  con la herramienta  Blast2GO v2.5.0 (Conesa et  al., 
2005;  Conesa  &  Götz  2008;  Götz  et  al.,  2008).  En  este  análisis  se  utilizaron  los 
parámetros de anotación por defecto. La anotación ontológica GO se divide en niveles 
de anotación, según la información presente en dichos niveles. En este estudio se ha 
realizado una anotación de los resultados a un nivel de anotación n = 3, porque a este 
nivel  la mayoría de los genes forman parte de al  menos una rama ontológica (Al-
Shahrour et al., 2003). 
Además, se determinaron las anotaciones biológicas más representadas (las 
llamadas clases enriquecidas) también con la herramienta  Blast2GO  (Conesa et al., 
2005; Conesa & Götz 2008; Götz et al., 2008). El análisis de enriquecimiento se llevó a 
cabo gracias al  test de  Fisher  de dos colas,  cuya hipótesis nula es que los genes 
diferencialmente  expresados  tienen  la  misma  probablilidad  de  pertenecer  a  una 
determinada categoría ontológica que cualquier otro gen del transcriptoma. 
  
2.1.6. Estudio de expresión de las muestras secuenciadas
Para el análisis de expresión génica, se midió el número de  reads obtenidos 
para cada uno de los isotigs resultantes del ensamblaje del transcriptoma. Para ello, 
primero se alinearon los reads de cada muestra (pools RB y SU) frente a la secuencia 
del  transcriptoma  generado  en  el  apartado  2.1.4  mediante  el  programa  TopHat 
(Trapnell et al., 2009). A continuación se empleó el programa Cufflinks (Trapnell et al., 
2010) para asignar los reads alineados previamente al transcriptoma ensamblado. El 
programa enlaza  transcritos  similares  en  cada muestra  para  su  comparación  y  la 
detección de expresión diferencial. Cufflinks crea un grafo a partir de todos los reads 
que alinean con cada isotig y recorre este grafo para ensamblar isoformas, buscando 
la ruta más corta. A continuación, estima la varianza de la abundancia de transcritos 
para cada muestra y finalmente utiliza un  test t para calcular los  p-valores de los 
cambios observados entre muestras. Para este análisis, se ha definido que el mínimo 
de reads alineados a lo largo de la longitud de secuencia en un determinado isotig sea 
como mínimo de 50 en ambos sentidos de secuenciación, a fin de que cada  isotig 
tenga representación de reads a lo largo de toda su secuencia. 
Dado que el número total de reads varía entre muestras, se necesitó hacer una 
normalización para poder comparar la expresión entre RB y SU. Se llevó a cabo una 
normalización del cuartil superior, normalizando solamente el 25% de los genes más 
-41-
Ensamblaje de novo y caracterización del transcriptoma                   Material y Métodos  
abundantes  con  el  fin  de  reducir  la  prevalencia  de  transcritos  abundantes  y 
equiparándolos a la concentración de transcritos que se expresan en un bajo nivel. 
Esta normalización  mejora la detección de expresión diferencial entre las muestras en 
los transcritos o genes menos abundantes (Bullard et al., 2010). La expresión de los 
transcritos  se  midió  en  FPKM’s o  fragmentos  por  kilobase  de  exón  por  millón  de 
fragmentos  asignados  (expected  Fragments  Per  Kilobase  of  transcript  per  Million  
fragments),  que  indica  la  abundancia  del  transcrito  en  la  muestra.  En  las 
comparaciones entre muestras se ha fijado una tasa de falsos positivos o FDR (False 
Discovery Rate) de 0,05 con el método Benjamini-Hochberg (Benjamini & Hochberg, 
1995).
2.1.7. Detección de variantes (Single Nucleotide Polymorphisms)
Para detectar variantes génicas (SNPs) en las muestras secuenciadas, primero 
se  tuvieron  que  realinear  los  reads de  cada  muestra  frente  al  transcriptoma 
ensamblado. El realineamiento se realizó con el programa  BWA v0.6.1 (Li & Durbin, 
2009). El transcriptoma ensamblado utilizado como referencia ha sido el generado tal 
y como se ha descrito en el apartado 2.1.4. Una vez realizado el realineamiento se 
eliminaron posibles duplicados de PCR, que son los múltiples reads de igual longitud 
que alinean en la misma posición en el transcriptoma ensamblado. Este proceso se 
llevó  a  cabo  con  el  programa  Picard  v1.56  (http://picard.sourceforge.net/). 
Posteriormente,  se  detectaron  variaciones  (SNPs) en  cada  muestra  y  se  hizo  una 
comparación  entre  las  dos  muestras  analizadas  (pools de  los  ecotipos  RB  y  SU), 
mediante el  programa  VarScan v2.2.8 (Koboldt  et  al.,  2009). VarScan establece la 
existencia  de  una  variante  en  una  posición  al  encontrar  en  la  muestra  bases 
diferentes de las observadas en la secuencia de referencia. 
El programa VarScan detecta variantes teniendo en cuenta la naturaleza de las 
muestras secuenciadas (en este caso,  pools). Para asignar una variante, se requiere 
que en una posición dada haya una frecuencia mínima del alelo menos común de 
0,01,  y que la significación para la asignación de una variante sea inferior  a 0,2. 
Además, en este caso se ha seleccionado una cobertura de al menos 100 reads  (es 
decir, cada base del transcriptoma tiene que estar presente como mínimo 100 veces 
en  los  reads de  secuenciación  producidos),  ya  que  el  objetivo  es  detectar  alelos 
minoritarios. Para asignar una variante en una posición, la calidad consenso ha de 
tener un valor de Phred Score de 20, y la calidad de alineamiento un Phred Score de 
30 como mínimo. 
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2.2.  Estudio  molecular  de  la  evolución  paralela  en  Littorina 
saxatilis utilizando la tecnología de los microarrays
2.2.1. Características del microarray de Littorina saxatilis
El grupo de investigación encabezado por la Dra. Johannesson, perteneciente a 
la Universidad de Gotemburgo (Suecia), ha diseñado el  microarray utilizado en este 
estudio. El microarray fue fabricado por la empresa NimbleGen Systems Inc. (Madison, 
WI, USA) a partir de ADNc de las formas H (high-shore) y M (mid-shore) de Littorina 
saxatilis presentes en el Reino Unido (Hull et al., 1996). Cada microarray está formado 
por 12 subarrays idénticos (Figura 11.A). A su vez, cada subarray está constituido por 
135.000 oligonucleótidos  (sondas)  de 60 bases de longitud cada uno,  basados en 
información de secuencias procedentes de EST (Expressed Sequence Tag) (Canbäck et 
al.,  2012),  clones  BAC  (Bacterial  Artificial  Chromosome)  y  ADN  mitocondrial.  Las 
135.000 sondas representan un total  de 25.830 genes o transcritos,  habiendo una 
media de 5 sondas distintas por gen. Estas 5 sondas representan distintas regiones 
del gen y pueden solapar parcialmente entre sí  (Figura 11.B). Todas las sondas son 
perfect  match  (PM),  es  decir,  que  su  secuencia  coincide  exactamente  con  el 
fragmento del gen a partir del cual fueron diseñadas. El microarray también contiene 
una serie de sondas aleatorias y puntos o  spots vacíos, que pueden utilizarse para 
estimar la magnitud de la señal de hibridación debida al ruido técnico de fondo.
La mayoría de los genes del  microarray no están anotados (hay un 9% de 
genes anotados). La anotación del microarray original se mejoró con 1) la versión 2 de 
la base pública de datos de Littorina (LSD) (Canbäck et al., 2012), con 30.858 contigs 
diferentes y  2)  los  isotigs anotados  en  el  experimento  de  secuenciación  del 
transcriptoma. Para ello se realizó un BLASTn entre las secuencias representadas en el 
microarray y  las  secuencias  anotadas  en  la  base  de  datos  y  el  experimento  de 
secuenciación utilizando un e-value ≤ 1E-06.
El  microarray se ha utilizado tanto en el experimento de escaneo masivo del 
transcriptoma como del genoma. En el experimento de transcriptómica, la expresión 
de un gen se determinó considerando de forma conjunta las señales de hibridación de 
las  cinco  sondas  de  ese  gen.  En  el  experimento  de  escaneo  del  genoma  se  ha 
analizado cada sonda por separado, ya que cada una informa sobre la presencia de 
variación en secuencia para un segmento distinto del gen. 
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Figura 11. Diseño del  microarray de  L. saxatilis fabricado por  NimbleGen. A. Cada  microarray 
está formado por 12 subarrays idénticos. A su vez, cada subarray contiene 135.000 sondas (con 
60 nucleótidos cada una), representando 25.000 genes modelo. B. Cada gen está representado 
por  una media de 5 sondas distintas en secuencia (solapantes o no), repartidas azarosamente 
por el subarray. En el experimento de transcriptómica se analiza la señal del gen A (media de la 
señal de las intensidades de las 5 sondas), mientras que en el experimento de genómica se 
analiza la señal de cada sonda por separado (sondas A1, A2, A3, A4 y A5). 
2.2.2 Escaneo del transcriptoma
2.2.2.1. Diseño experimental y preparación de muestras
Se muestrearon tres localidades distintas del litoral gallego en septiembre del 
2010: cabo Silleiro (N 42°6´17.20´´; W 8°53´56.59´´),  Roncudo (N 43°16.31´32´´; W 
8°59.23´93´´) y Burela (N 43°40´54.8´´; W 7° 22´1.8´´) (Figura 12.A). La manunteción 
de los individuos en el acuario, el sexado (sólo se utilizaron hembras) y la extracción y 
cuantificación de su ARN se realizó de la misma manera que en la secuenciación del 
transcriptoma (sección 2.1). 
Se prepararon 4  pools de ARN para cada ecotipo dentro de cada localidad. 
Cada pool está formado por 15 hembras, contribuyendo cada individuo con la misma 
cantidad de ARN. Se analizaron por lo tanto un total de 24 pools en el conjunto de las 
tres localidades (Figura 12).  Los  pools se limpiaron adicionalmente con el  Kit Turbo 
DNA fee para eliminar posibles trazas de ADN y ADNasas. Finalmente, el ARN total de 
cada  pool fue utilizado para la síntesis de ADNc utilizando el  SuperScriptTM Double-
Stranted cDNA Synthesis Kit de Invitrogen siguiendo las indicaciones del fabricante. 
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Figura  12.  A.  Situación  geográfica  de  las  tres  localidades  gallegas  muestreadas  (Silleiro, 
Roncudo y Burela) en el escaneo del transcriptoma. B. Diseño experimental del escaneo del 
transcriptoma en cada localidad. Se utilizaron 4  pools  por ecotipo de 15 individuos hembras 
cada uno en cada una de las 3 localidades.
2.2.2.2. Marcaje del ADNc
Se  marcó  1 µg  del  ADNc  de  cada  pool con  el  fluoróforo  Cy3 utilizando  el 
NimbleGen One-Color DNA Labeling Kit (Roche), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. Brevemente, el ADNc se desnaturalizó a 98°C durante 10 minutos, tras lo 
que se añadieron 20  µL de  10 mM  dNTP/Klenow Master  Mix a cada muestra.  Las 
muestras se incubaron protegidas de la luz a 37°C durante 2 horas,  parándose la 
reacción mediante la adición de 21,5 µL de Stop Solution (0,5 M EDTA). Las muestras 
se centrifugaron, se lavaron con 500 µg de etanol frío al 80% y se secaron en estufa, 
obteniéndose  así  un  precipitado por  cada  muestra.  Finalmente,  se  rehidrató  el 
precipitado  con  25  µL  de  PCR  Grade  (Roche)  y  se  midió  su  concentración  en  el 
NanoDrop 2000c Spectrophotometer (Thermo Scientific). 
2.2.2.3. Hibridación y lavado
La hibridación se realizó con el NimbleGen Hybridization Kit (Roche). La mezcla 
de hibridación se preparó añadiendo 3,3 μL de muestra marcada (4  µg) a 8,7  µL de 
Hybridization Solution Master Mix (Hybridization buffer, Hybridization Componenet A y  
Alignment oligo). La mezcla se desnaturalizó a 95°C durante 5 minutos y se precalentó 
a 42°C durante 5 minutos. La hibridación con el microarray se realizó con rotación en 
un baño de hibridación a 42°C durante 19 horas. 
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Después de la hibridación, los  microarrays  fueron lavados consecutivamente 
con 10X Wash Buffer I durante 2 minutos a 42°C,  10X Wash Buffer II durante 1 minuto 
a temperatura ambiente, y 10X  Wash Buffer III  durante 15 segundos a temperatura 
ambiente.  Los  tres  lavados  incluyen  VRW  Water  y  1  M  DTT  solution  (Roche). 
Finalmente,  los  microarrays se  secaron  por  centrifugación  al  vacío  a  2.000  rpm 
durante 1 minuto a temperatura ambiente.
2.2.2.4. Escaneado y análisis de imagen 
Los  microarrays  se  escanearon utilizando  el  Agilent G2565CA  Scanner 
Microarrays  System,  mientras  que  los  datos  se  extrajeron  utilizando  el  programa 
NimbleScan 2.5. Se han realizado varios escaneos con distintos valores de resolución 
(tamaño de píxel) e intensidad: 2 µm, 10%; 2 µm, 20%; 2µm , 40% y 10 µm, 20%. 
Los resultados obtenidos con 2 µm al 20% fueron los que mejor se adecuaron a 
los rangos óptimos de valores aceptables indicados por el programa NimbleScan, por 
lo  que  los  análisis  se  realizaron  utilizando  esta  resolución. A  continuación,  cada 
imagen  fue  inspeccionada  visualmente,  alineando  los  puntos  o  spots de  cada 
microarray y generando los archivos con extensión .xys que muestran las coordenadas 
e intensidad de cada spot en el microarray.
Los  archivos  .xys generados  por  Nimblescan se  modificaron  a  un  formato 
compatible  con  el  paquete  de  programas  BioConductor  (Gentleman  et  al.,  2004) 
(http://www.bioconductor.org/),  utilizando  los  paquetes  pdInfoBuilder 
(http://www.bioconductor.org/packages//2.10/bioc/html/pdInfoBuilder.html  )  y  oligo 
(Carvalho & Irizarry, 2010).
                                                                                                                         
2.2.2.5. Preprocesamiento de las señales de hibridación
El control de calidad de las señales de hibridación obtenidas se realizó con el 
paquete  arrayQualityMetrics de  BioConductor  (Kauffmann et al., 2008; Kauffmann & 
Huber, 2010). Este paquete detecta aquellos  subarrays  que por presentar una señal 
anómala, deben ser eliminados antes de proceder al análisis de datos.
Se  han  preprocesado  las  señales  de  hibridación  utilizando  el  método  RMA 
(Robust MultiChip Average) (Bolstad et al., 2003) implementado en el paquete  oligo 
de  BioConductor.  El  método  RMA corrige  las  señales  de  hibridación  siguiendo los 
siguientes pasos: 
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• Corrección  del  ruido  de  fondo,  con  el  objetivo  de  reducir  el  impacto  de 
hibridaciones inespecíficas y otros artefactos de fluorescencia.
• Transformación de las intensidades a escala logarítmica (logaritmo en base 2), 
para facilitar que la varianza de las señales de hibridación sea independiente 
de su intensidad. 
• Normalización por cuantiles (Bolstad et al., 2003).  La normalización se realiza 
para reducir las diferencias de expresión dentro y entre  subarrays debidas a 
errores técnicos, y así poder identificar mejor las diferencias biológicas reales 
entre las distintas muestras (Hartemink et al., 2001). La idea en la que se basa 
el método es que la distribución de la expresión de los genes es generalmente 
la misma para todos los  subarrays,  excepto para unos pocos transcritos.  El 
objetivo de la normalización por cuantiles es transformar los datos de cada 
subarray  de modo que la distribución de intensidades de hibridación sea la 
misma para todos los subarrays del experimento. Esto se consigue calculando 
los cuantiles de cada  subarray y redistribuyendo los valores respecto a una 
distribución de referencia obtenida como resultado del  agrupamiento de los 
valores de cada subarray.
  
• Sumarización  (median  polish) (Mosteller  &  Tukey,  1977),  que  reduce  las 
múltiples  medidas  de  un  mismo  gen  a  una  sola  medida  mediante  la 
combinación de los valores individuales de las distintas sondas.
2.2.2.6. Análisis de datos
Los  microarrays  aportan  miles  de  mediciones  de  forma  simultánea.  Sin 
embargo, muchas de estas mediciones constituyen básicamente ruido, bien porque 
sus señales son muy bajas o bien porque las señales apenas varían entre condiciones, 
por  lo  que  no  aportan  información  a  la  selección  de  genes  diferencialmente 
expresados. 
En este contexto, muchos autores recomiendan la utilización de métodos de 
filtrado que eliminan genes que aparentemente no son informativos y que pueden 
contribuir a la aparición de diferencias en expresión espurias (Tseng et al., 2001; Calza 
et al., 2007). Los métodos de filtrado, además, deben ser independientes con respecto 
a  la  hipótesis  nula  a  testar  (Bourgon et  al.,  2010).  No  obstante,  la  utilización  de 
métodos de filtrado puede no ser siempre apropiada y, bajo ciertas circunstancias, 
puede inducir sesgos en las correcciones  multitest de los análisis posteriores (Van 
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Iterson et al., 2010). En base a estas consideraciones, los análisis del presente estudio 
se han realizado de forma simultánea sobre tres juegos de datos: datos sin filtrar, 
datos filtrados por señal y datos filtrados por varianza.
• El  filtrado  por  señal  se  basa  en  eliminar  aquellos  genes  que  tienen  una 
intensidad de señal menor a la señal media del ruido de fondo, calculado a 
partir  de la intensidad de señal de los  spots vacíos presentes en todos los 
subarrays del experimento (Rinaldi et al., 2007). Este filtrado se realiza antes 
de  la  normalización.  En  este  experimento,  se  han  conservado  solamente 
aquellos genes en los que un 80% o más de sus sondas presentaban una señal 
media mayor que el ruido de fondo.
• El filtrado por la varianza se basa en eliminar aquellos genes cuyas señales de 
hibridación son similares para todos los subarrays del experimento (Hackstadt 
& Hess, 2009). Este método se basa en que aquellos genes que no presentan 
diferencias en la señal de hibridación en el conjunto de los subarrays, tampoco 
deberían mostrar  diferencias  entre  los  grupos de  subarrrays utilizados para 
testar la hipótesis nula (Bourgon et al., 2010). En el presente estudio se han 
conservado el 50% de los genes que presentaron las varianzas más altas tras 
la normalización (Hackstadt & Hess, 2009; Bourgon et al., 2010).
Las diferencias en las señales de hibridación entre ecotipos y localidades se 
determinaron  utilizando  un modelo  lineal  general  que  emplea  una  aproximación 
bayesiana que permite una estimación mejorada de la varianza (Smyth, 2004). Esta 
aproximación (que engloba el  análisis  de varianza y la regresión) se utiliza en los 
experimentos cuyo número de grupos a considerar es más de dos y hay más de una 
fuente  de  variación.  Dicho  análisis  se  ha  ejecutado  con  el  paquete  limma de 
BioConductor (Smyth,  2005).  Se  realizaron  tres  tipos  de  análisis  orientados  a 
determinar:  (i)  la  existencia  de  genes  diferencialmente  expresados  entre  los  dos 
ecotipos,  entre  las  tres  localidades  y  en  la  interacción  de  ambos  factores,  (ii)  la 
presencia  de  genes  diferencialmente  expresados  entre  ecotipo  dentro  de  cada 
localidad, y (iii) la existencia de genes diferencialmente expresados entre localidades 
dentro de cada ecotipo.
A fin de controlar el porcentaje de falsos positivos que pudieran resultar del 
alto número de contrastes realizados simultáneamente en cada uno de estos análisis, 
se fijó una tasa de falsos positivos (FDR,  False Discovery Rate) de 0,05 utilizando el 
método  de  Benjamini  y  Hochberg (Benjamini  &  Hochberg,  1995).  Además,  se  ha 
llevado a cabo la corrección  multitest SGoF (Sequential Goodness of Fit for Multiple 
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Testing) (Carvajal-Rodríguez et al., 2009) (http://webs.uvigo.es/acraaj/SGoF.htm), que 
compara el  número observado y esperado de rechazos, controlando el  error tipo I 
(falsos  positivos)  en  las  múltiples  comparaciones  e  incrementando  su  potencia  a 
mayor número de tests realizados.  
Se  ha  utilizado  una variante  de  la  fórmula  de  Derome et  al.,  2006 (véase 
Apéndice 1) desarrollada por Pierre Duchesne, para determinar la probabilidad  P  de 
que la observación de X genes con diferencias en expresión entre ecotipos en las tres 
localidades analizadas sea producto del azar: 
( ) ( ) ( )0; , 1, 2, 3 ; , 1, 2 ; , , 3K XiP X K Z Z Z P X i K Z Z P X K X i Z−== + +  ∑
siendo X el número de genes coincidentes en las tres localidades, K el número total de 
genes, y Z1, Z2 y Z3 el número de genes que mostraron diferencias significativas 
(FDR = 0,05) entre ecotipos en Silleiro, Roncudo y Burela, respectivamente. 
Finalmente, se utilizó el programa BLAST2GO (Conesa et al., 2005; Conesa & 
Götz  2008;  Götz  et  al.,  2008) para  identificar  los  términos  GO significativamente 
sobre-representados entre los genes que mostraron diferencias en cada análisis. 
2.2.3.  Escaneo del genoma
2.2.3.1. Diseño experimental y preparación de muestras
En este experimento se han muestreado las tres mismas localidades gallegas 
empleadas en el estudio de escaneo masivo del transcriptoma: cabo Silleiro (N 42°6
´17.20´´; W 8°53´56.59´´), Roncudo (N 43°16.31´32´´; W 8°59.23´93´´) y Burela (N 
43°40´54.8´´;  W  7° 22´1.8´´) (Figura  13.A).  Los  ejemplares  de  L.  saxatilis fueron 
recolectados en el mes de agosto del 2010, manteniéndolos vivos en el laboratorio 
durante  una  semana  con  una  temperatura  del  agua  de  16,2°C  de  media,  una 
salinidad de 35,1‰ y una oxigenación de 6,6 mg/L. Se congelaron a -80°C durante 
24h, tras lo que se conservaron en etanol al 90% a 4°C hasta su procesamiento.  
En este experimento se ha analizado la variación en secuencia genómica de 
cada individuo por separado. Se estudiaron 12 individuos RB y 12 individuos SU por 
localidad (72 individuos en el total de las tres localidades). Estos ejemplares fueron 
recogidos en cada localidad de forma aleatoria, independientemente de su tamaño o 
sexo (Figura 13.B).
-49-
Escaneo del genoma utilizando microarrays                                       Material y Métodos  
Figura  13.  A.  Situación  geográfica  de  las  tres  localidades  gallegas  muestreadas  (Silleiro, 
Roncudo y Burela) en el escaneo del genoma. B. Diseño experimental del escaneo del genoma 
en cada localidad. Se utilizaron 12 individuos (machos y hembras indiferentemente) de cada 
ecotipo en cada una de las 3 localidades. El análisis se realizó para cada individuo por separado.
El aislamiento de ADN genómico se realizó a partir  del  pie de cada caracol 
utilizando una versión modificada de Winnepenninckx et al.  (1993) (Wilding et al., 
2001). Brevemente, el pie se homogeneizó en 300 µL de tampón CTAB (2% CTAB; 1,4 
M NaCl; 20 mM EDTA; 100 mM Tris-HCl pH 8,0; 0,2% β-mercaptoetanol) a 60°C. A 
continuación, se añadieron 30 µL de enzima pronasa (1 g /50 mL; Roche) por cada 300 
µL de tampón CTAB y se incubó cada muestra a 60°C durante 16 horas. Después se 
realizó una incubación con 10 µL de ARNasa (2 mg mL -1) (Roche) durante 1 hora a 
37°C, seguida de dos extracciones con cloroformo:isoamilalcohol (24:1). El ADN se 
precipitó añadiendo 30 µL de acetato de sodio (3M pH 4,8), 5 µL de glucógeno (2 mg 
mL-1), 660 µL de etanol absoluto frío y centrifugando a 14.000 rpm durante 5 minutos.
El precipitado se lavó con etanol frío al 70%. Se dejó secar y se resuspendió en 
40 µL de agua estéril (Braun). La concentración y la pureza del ADN se midió en un 
NanoDrop  2000c  Spectrophotometer (Thermo  Scientific).  La  concentración  fue 
ajustada  a  100  ng  µL-1.  El  ADN  fue  limpiado  adicionalmente  con  las  columnas 
Nucleospin (Macherey-Nagel),  siguiendo  las  recomendaciones  del  fabricante.  La 
calidad de las extracciones se comprobó en geles de agarosa al 1%.   
  
En este experimento se utilizó el microarray de ADNc como un microarray de 
dos canales, en el que el ADN de cada individuo se hibridó competitivamente en el 
microarray con una muestra de referencia formada por un  pool de individuos de los 
ecotipos ingleses H (high-shore)  y M (mid-shore)  de L.  saxatilis (Hull  et  al.,  1996) 
empleados en el diseño del microarray. El pool de la muestra de referencia se obtuvo 
a partir de ADN del pie de 100 individuos de dos localidades inglesas: Dunvar (16 
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individuos del ecotipo H y 25 del ecotipo M) y Thorwich (28 individuos del ecotipo H y 
31 del ecotipo M).
2.2.3.2.  Marcaje  de  muestras,  hibridación,  extracción  y 
preprocesamiento de datos
El  tratamiento  de  las  muestras  para  el  marcaje,  hibridación,  lavado, 
escaneado,  extracción  y  preprocesado  de  datos  fue  similar  al  utilizado  para  los 
microarrays del estudio de expresión génica, con algunas diferencias que se indican a 
continuación.
Para el marcaje se ha utilizado el kit de dos colores NimbleGen Dual-Color DNA 
Labeling Kit (Roche), siguiendo las recomendaciones del fabricante. El ADN de cada 
individuo (1 µg) se marcó con el fluoróforo Cy3, mientras que la muestra de referencia 
(500  µg)  se marcó con  Cy5.  A diferencia que en el  escaneo del  transcriptoma, la 
reacción de marcaje se paró con 10 µL de Stop Solution (0,5 M EDTA), y el precipitado 
se rehidrató con 25 µL de Nucleasa-free Water (Roche). En el último paso del marcaje, 
se combinó el ADN marcado de cada individuo con la muestra de referencia marcada. 
Asimismo, en la hibridación con el microarray se incrementaron  tanto la cantidad de 
muestra marcada (20 µg) como el tiempo de hibridación (70 horas).
Tras el escaneo de los microarrays con el Agilent G2565CA Scanner Microarrays 
System a una resolución de 2 µm al 20%, se utilizó NimbleScan para generar archivos 
con extensión .pair  en vez de los archivos .xys  de un solo canal  utilizados en los 
microarrays  de expresión.  Los archivos  .pair muestran las coordenadas e intensidad 
de señal de cada spot para cada uno de los dos canales del microarray. Los archivos 
.pair se modificaron a un formato compatible con el paquete  Ringo (Toedling et al., 
2007) de BioConductor (Gentleman et al., 2004) (http://www.bioconductor.org/).    
El preprocesamiento de las muestras fue distinto al utilizado en los microarrays 
de expresión debido a que cada sonda se analizó por separado, y a que se tuvieron 
que analizar las señales de hibridación en dos canales distintos. Para ello, primero se 
corrigió el ruido de fondo con el método normexp + offset (Ritchie et al., 2007). Este 
método es una modificación de la corrección implementada en el preprocesamiento 
RMA utilizado en el escaneo del transcriptoma (Irizarry et al., 2003). La modificación 
implica que  normexp + offset pueda ser usado en  microarrays de dos canales.  A 
continuación, las señales de hibridación se expresaron como el logaritmo en base 2 de 
la intensidad media de los dos canales. Finalmente, se utilizó la normalización por 
cuantiles para microarrays de dos canales propuesta por  Yang & Thome, 2003, tal y 
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como  está  implementada  en  el  paquete limma  (Smyth  &  Speed,  2003)  de 
BioConductor. Este  método  asegura  que  las  intensidades  tengan  una  distribución 
empírica comparable entre todos los subarrays y entre los dos canales.
2.2.3.3. Análisis de datos 
Al igual que en el escaneo del transcriptoma, los análisis se realizaron con tres 
juegos de datos: los datos sin filtrar, los datos filtrados por señal y los datos filtrados 
por la varianza. En el filtrado por señal se han conservado solamente aquellas sondas 
cuya señal media es mayor que el ruido de fondo en ambos canales simultáneamente. 
En el filtrado por la varianza se han conservado el 50% de las sondas con mayor 
varianza entre  subarrays tras la normalización (Hackstadt & Hess, 2009; Bourgon et 
al., 2010).
Las diferencias en las señales de hibridación entre ecotipos y localidades se 
determinaron con el  mismo modelo  que en el  escaneo del  transcriptoma (modelo 
lineal con aproximación bayesiana) (Smyth, 2004), pero adaptado a  microarrays de 
dos canales (Smyth & Speed, 2003). Dicho análisis se ha ejecutado con el paquete 
limma de BioConductor (Smyth, 2005). Al igual que en el escaneo del transcriptoma, 
los  contrastes  a  realizar  fueron:  (i)  la  existencia  de  sondas  diferencialmente 
expresadas entre los dos ecotipos, entre las tres localidades y en la interacción de 
ambos factores, (ii) la presencia de sondas diferencialmente expresadas entre ecotipo 
dentro de cada localidad, y (iii) la existencia de sondas diferencialmente expresadas 
entre localidades dentro de cada ecotipo. 
El  porcentaje  de  falsos  positivos  que  pudieran  resultar  del  alto  número  de 
contrastes  realizados  simultáneamente  en  cada  uno  de  estos  análisis  fueron 
corregidos por los métodos de Benjamini y Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995) y 
SGoF  (Carvajal-Rodríguez  et  al.,  2009;  http://webs.uvigo.es/acraaj/SGoF.htm) 
asumiendo un FDR de 0,05 (Carvajal-Rodriguez & De Uña-Alvarez, 2011).
 También se calculó la probabilidad P de que la observación de un número de X 
genes con diferencias significativas (FDR = 0,05) entre ecotipos en las tres localidades 
analizadas sea producto del azar (véase Apéndice 1).
Finalmente,  se  identificaron  los  términos  GO significativamente  sobre-
representados con el programa BLAST2GO (Conesa et al., 2005; Conesa & Götz 2008; 
Götz et al., 2008) entre las sondas que mostraron diferencias significativas en cada 
contraste realizado. 
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2.3.  Desarrollo  de  un  método  de  detección  de  selección 
divergente en genomas de especies no modelo
L. saxatilis es una especie no modelo cuyos ecotipos RB y SU están restringidos 
a hábitats diferentes. Debido a la diferente presión de la selección natural en ambos 
hábitats, estos dos ecotipos experimentan un proceso de selección divergente (Cruz 
et al., 2004c). Como se trata de un escenario muy peculiar, donde existe flujo génico 
entre  las  poblaciones  divergentes  de  L.  saxatilis,  no  se  sabe  si  los  métodos  de 
detección de selección existentes se pueden aplicar a este tipo de organismo, ya que 
la mayoría de los métodos están orientados a organismos modelo cuyas filogenias son 
conocidas y con conocimiento de sus parámetros demográficos (Nielsen, 2005). Es por 
ello que en el presente capítulo se modifica un estadístico previamente existente para 
mejorar su capacidad de detectar el efecto de la selección natural divergente en casos 
específicos como el de L. saxatilis. 
Figura  14.  Diagrama de la  metodología  utilizada para  detectar  selección en  L.  saxatilis.  La 
metodología se divide en dos secciones: simulaciones y análisis. En primer lugar se simularon 
dos poblaciones con flujo génico entre ellas  (m),  y con distintos valores para el número de 
generaciones  (t),  tasa  de  mutación  por  generación  por  genoma  haploide  (µ)  y  tasa  de 
recombinación por generación por genoma (r). Se simularon los distintos parámetros con un 
coeficiente de selección (s) distinto a 0 para los casos de selección divergente y s igual a 0 para 
los casos neutros. A continuación se analizaron los datos simulados obtenidos, siguiendo tres 
pasos: 1) definir el número de SNPs sobre el que se calcula el estadístico (tamaño de ventana), 
2) calcular la distribución empírica del estadístico en los casos neutros, 3) detectar selección 
con el estadístico propuesto.  
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Para comprobar el funcionamiento del estadístico, se simularon genomas de 
individuos  diploides  pertenecientes  a  dos  poblaciones  sometidas  a  selección 
divergente,  utilizando  estimas  empíricas  de  parámetros  demográficos 
correspondientes al caso de  L. saxatilis. Con los datos simulados, se realizaron una 
serie de análisis con el estadístico propuesto, con el fin de detectar selección natural  
(Figura 14).
2.3.1. Simulaciones
Se simularon dos poblaciones de genomas diploides RB y SU (Figura 15) en 
diferentes  contextos  evolutivos,  lo  que  generó  un  total  de  18  casos  diferentes, 
considerando 9 casos selectivos y 9 neutros (Tabla 2). El modelo de eficacia utilizado 
fue:
w= (1−hs )n
donde w es la eficacia del individuo,  h es el coeficiente de dominancia (h = 1 en el 
homozigoto  y  h = 0,5  en  el  heterozigoto),  s el  coeficiente  de  selección  por  sitio 
selectivo, y n es el número de sitios selectivos. En el presente trabajo se ha simulado 
un único sitio selectivo (n = 1) que se ha ubicado en distintas posiciones del genoma 
(véase  más  adelante  el  apartado  2.3.2.4  “Localización  de  la  posición  del  SNP 
selectivo”). Los alelos ancestrales tienen siempre un valor de  s = 0. En los casos 
selectivos,  en  la  población  1  (RB)  los alelos  derivados  (alelos  que  aparecen  por 
mutación) de un sitio selectivo serán siempre favorecidos por la selección, por lo que 
el valor de s = -0,15. Mientras que la población 2 (SU), el coeficiente de selección para 
ese mismo alelo tendrá un valor de s = +0,15 y el proceso se invierte (el ancestral, es 
decir, el alelo más antiguo u original es favorecido por la selección). 
Figura 15. Representación esquemática de un transecto con las dos poblaciones estudiadas. Las 
flechas representan el flujo genético entre los dos ecotipos, siendo m la tasa de migración.
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El tamaño de genoma simulado es de 1 Mb, el tamaño poblacional  N es de 
1.000 individuos y la tasa de migración m es 0,01, por tanto el número de migrantes 
por generación entre las dos poblaciones RB y SU es Nm = 10, que coincide con los 
valores estimados para estas poblaciones (Pérez-Figueroa et al., 2005).
Los distintos casos simulados se diferencian por sus valores en los siguientes 
parámetros (véase Tabla 2):
• t = número de generaciones. Se simula con los valores 5.000 y 10.000. 
• µ = tasa de mutación por generación por genoma haploide, donde se simula 
con 0,003 y 0,015.
• r = tasa de recombinación por generación por genoma, donde se utilizan los 
siguientes valores: 0 (los alelos están ligados), 0,001, 0,003 y 0,015 (estos dos 
últimos coinciden con el valor de la mutación en cada caso).
La combinación de los distintos valores de estos parámetros da un total de 9 
casos (Tabla 2), que a su vez se duplican para simular siempre un caso selectivo (s ≠ 
0) y su correspondiente caso neutro (s = 0).
Tabla 2. Casos selectivos estudiados con sus correspondientes parámetros.
Caso t s µ r
1 10.000 ± 0,15 0,003 0
2 10.000 ± 0,15 0,003 0,001
3 10.000 ± 0,15 0,003 0,003
7 5.000 ± 0,15 0,015 0
8 5.000 ± 0,15 0,015 0,001
9 5.000 ± 0,15 0,015 0,015
13 10.000 ± 0,15 0,015 0
14 10.000 ± 0,15 0,015 0,001
15 10.000 ± 0,15 0,015 0,015
s = ±0.15; s = -0.15 en población 1; s = +0.15 en población 2.
Los casos neutros correspondientes a los mostrados en la tabla serían los casos 
4, 5, 6 (con los mismos valores de t, µ y r que 1, 2 y 3 respectivamente, pero con s = 
0), los casos 10, 11, 12 (corresponden a los casos selectivos 7, 8 y 9) y los casos 16, 
17 y 18 (equivalentes a 13, 14 y 15).
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Las simulaciones se replicaron 1.000 veces en todos los casos menos en el 
caso  13,  donde  se  hicieron  sólo  500  por  problemas  técnicos  del cluster de 
ordenadores. En el caso 13, el error estándar entre réplicas es tan bajo como en el 
resto de los casos (del orden de 0,0135), por lo que el problema técnico no afectó a 
los resultados de las simulaciones. En cada réplica y tras simular el número indicado 
de generaciones (5.000 o 10.000), se muestrearon siempre 50 haplotipos de  SNPs 
(acrónimo  de  sitios  polimórficos)  en  cada  población.  El  programa  utilizado  para 
simular  los  genomas  fue  una  modificación  del  programa GenomePop 
(http://webs.uvigo.es/acraaj/GenomePop2.htm  )  (Carvajal-Rodríguez, 2008). 
2.3.2. Análisis
2.3.2.1.  Pasos  en  el  estudio  de  la  eficiencia  de  los  métodos  para 
detectar selección
Para poder estudiar la eficiencia del método de detección de selección junto a 
las variantes que se proponen del mismo, se tuvieron que realizar una serie de pasos 
previos, que se exponen a continuación:
- Paso 1. Cálculo del tamaño de ventana.
El tamaño de ventana se refiere al número de SNPs sobre el que se calcula el 
estadístico. Puesto que se hicieron distintas réplicas de cada caso, interesa fijar un 
tamaño de ventana constante  entre  las  réplicas.  Para ello  se  utilizó  un  programa 
llamado MaxWinSize (Carvajal-Rodríguez, sin publicar). Este programa permite fijar un 
tamaño de ventana constante entre réplicas, tanto en los casos selectivos como en 
sus  correspondientes  casos  neutros.  Esto  se  consigue  calculando  el  tamaño  de 
ventana común a la fracción indicada del total de réplicas (fr, 0,5 y 0,9). Dependiendo 
del caso (tasa de recombinación, mutación y número de generaciones) y de la fracción 
de réplicas,  se obtuvieron tamaños de ventana distintos.  Las simulaciones se han 
realizado fijando el tamaño de ventana que elimina el 50% de las réplicas con menor 
número de SNPs (fr = 0,5) y las que eliminan el 10% de las réplicas (se consideró la 
fracción del  0,9;  fr = 0,9).  Con la fracción 0,9  se  obtuvieron tamaños de ventana 
menores  que  con  la  fracción  0,5,  simplemente  porque  cuantas  más  réplicas  se 
consideren, se encontrarán tamaños de ventana con menor número de SNPs, lo cual 
define el límite superior de la ventana; esto es, si se tiene una réplica con 40 SNPs, ya 
no se puede definir un tamaño de ventana mayor de 40 y que incluya esta réplica. El  
tamaño de ventana ha sido como mínimo de 51 SNPs en la fracción 0,9. 
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-  Paso 2.  Cálculo  de la distribución empírica de los estadísticos  en el  caso 
neutro.
Este  cálculo  permitió,  para  un  tamaño  de  ventana  dado  y  un  nivel  de 
significación deseado (α = 0,05), calcular el valor crítico c tal que: 
probabilidad (estadístico>c∣neutralidad )=α
Es decir, calcula el valor del estadístico que ocurre el 5% de las veces. Este 
valor se usó como valor crítico para comprobar si se detecta selección en los casos 
selectivos, de modo que se detectó selección siempre que el estadístico tuviera mayor 
valor  que el  valor  crítico  c del  caso neutro correspondiente. Para calcular  el  valor 
crítico  se  ha  usado  el  programa CVSNPSel (Carvajal-Rodríguez,  sin  publicar).  El 
programa calcula el valor del estadístico para las 1.000 réplicas simuladas de un caso 
neutro dado, y los 1.000 valores obtenidos se ordenan de menor a mayor, recorriendo 
los 950 valores menores (95%), para encontrar la región correspondiente al 5% de la 
distribución (los 50 valores más grandes del estadístico). El punto crítico ha sido el 
valor correspondiente a la posición 951 de la lista ordenada de valores.
- Paso 3. Detección de selección.
Se utilizó el estadístico desarrollado por Hussin et al., 2010, al tiempo que se 
hicieron dos modificaciones del  mismo,  útiles cuando se carece de la  información 
sobre el origen de los alelos (ancestral  versus  derivado). Para hacer los análisis de 
selección  se  usó  el  programa  SNPSel (Carvajal-Rodríguez,  sin  publicar)  que 
implementa el método original de  Hussin et al.,  2010 junto con las modificaciones 
propuestas. 
2.3.2.2. Estadísticos para detectar selección
El método propuesto por  Hussin et al.,  2010 introduce una nueva forma de 
búsqueda de  polimorfismos  selectivos:  la  Clase  Alélica  de  Haplotipo  (HAC,  de  sus 
siglas en inglés), que clasifica los haplotipos según su distancia a una configuración de 
referencia. El método se basa en detectar la huella que un posible arrastre selectivo 
deja en el genoma, estudiando configuraciones de haplotipos de SNPs. Un SNP es un 
polimorfismo de posición única que se asume que consta de dos alelos:  uno más 
antiguo u original, el ancestral y otro que aparece posteriormente por mutación, el 
derivado. Puesto que sólo se consideran dos alelos, se puede hablar de alelo mayor o 
menor  para  referirse  al  que  está  a  mayor  o  menor  frecuencia  en  la  población 
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respectivamente. Nótese que, dependiendo de la situación, un alelo derivado puede 
ser un alelo mayor o menor. Son pues conceptos diferentes.
 
Para  calcular  la  distancia  HAC,  en  primer  lugar, se  hace  una  partición  de 
haplotipos, separando las  n1 secuencias que lleven el alelo de alta frecuencia (alelo 
mayor) en la posición selectiva (Figuras 16.A y 17.A) de las n2 secuencias que lleven el 
alelo de baja frecuencia (alelo menor) en el sitio selectivo (Figuras 16.B y 17.B). Es 
necesario  definir  una  configuración  de  referencia,  que  en  este  trabajo  será  un 
haplotipo con todos los alelos mayores (haplotipo con todas las bolas azules en Figuras 
16  y  17).  La  distancia  HAC se  calcula  contando  las  diferencias  alélicas  de  los 
haplotipos de los individuos con respecto al haplotipo de referencia, o lo que es lo 
mismo, contando el número de alelos menores o de baja frecuencia (bolas rojas) que 
lleve el haplotipo del individuo (Figuras 16 y 17).
La Figura 16 representa un caso selectivo y la Figura 17 un caso neutro. Si hay 
selección, las posiciones adyacentes al alelo seleccionado a favor tenderán a llevar 
alelos de alta frecuencia, evidenciando el arrastre selectivo, lo que genera una baja 
variabilidad y  distancias HAC  bajas.  Si  se  mide la  varianza de la  distribución  (V1) 
tenderá a cero porque el arrastre selectivo forzará que todos los haplotipos lleven 
alelos similares (Figura 16.A). Si se consideran ahora los haplotipos que llevan el alelo 
de menor frecuencia en la posición bajo estudio, no habrá arrastre porque dicho alelo 
no es el alelo seleccionado a favor.  Habrá mayor variabilidad, por tanto la varianza 
será mayor  (V2) y las distancias  HAC  serán más grandes (Figura 16.B). Así,  V2 será 
mayor que V1, por lo que la resta de ambas (V2 – V1) será positiva.
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Figura 16. Representación gráfica de los posibles efectos de la selección. Las líneas indican 
secuencias de ADN o haplotipos y las bolas azules y rojas representan los alelos mayores y 
menores, respectivamente. A. Haplotipos que llevan el alelo de mayor frecuencia en la posición 
bajo  estudio  (bolas  azules  marcadas  con  una  flecha).  Las  posiciones  adyacentes  al  alelo 
seleccionado tenderán a llevar alelos de alta frecuencia (bolas azules), evidenciando el arrastre 
selectivo. La varianza (V1) tiende a cero (ver texto). B. Haplotipos que llevan el alelo de menor 
frecuencia en la posición bajo estudio (bolas rojas marcadas con una flecha). No hay arrastre 
porque éste no es el alelo seleccionado a favor. Hay mayor variabilidad, por lo tanto la varianza 
V2 será mayor que la varianza V1 (ver texto).
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Figura 17.  Representación gráfica del  caso neutro.  Las  líneas indican secuencias de ADN o 
haplotipos  y  las  bolas  azules  y  rojas  representan  los  alelos  mayores  y  menores, 
respectivamente.  A.  Haplotipos que llevan el  alelo de mayor frecuencia en la posición bajo 
estudio (bolas azules marcadas con una flecha). Las posiciones adyacentes al SNP problema no 
sufren arrastre porque no actúa la selección, y la varianza  (V1) es grande. B. Haplotipos que 
llevan el alelo de menor frecuencia del SNP bajo estudio (bolas rojas marcadas con una flecha). 
No hay arrastre, por lo tanto la varianza V2 también es grande (ver texto).
Si la alta frecuencia del alelo no se debe a selección (véase Figura 17.A), las 
posiciones adyacentes al SNP problema no tenderán a llevar alelos de alta frecuencia, 
por lo que habrá variabilidad (de todas formas siempre habrá más alelos de mayor 
frecuencia  que  de  menor  frecuencia  debido  al  azar),  y  las  distancias  HAC ya  no 
tenderán  a  cero.  Si  se  consideran  los  haplotipos  que  llevan  el  alelo  de  menor 
frecuencia  del  SNP bajo  estudio  (véase  Figura  17.B)  tampoco  habrá  arrastre.  Las 
distancias HAC serán similares a las de la otra partición y también habrá variabilidad, 
por lo que las varianzas V1 y V2 serán parecidas y su resta tenderá a cero. Si la resta 
de las varianzas da un resultado negativo es debido al tamaño de muestra, ya que 
habrá más secuencias en la partición del alelo de mayor frecuencia (n1 > n2). 
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Una vez definido el  modelo para calcular  la resta de varianzas  (V2  -  V1),  el 
estadístico para detectar selección creado por Hussin et al.,  2010, llamado  Svd  (a 
Statistic based on the HAC Variance Difference,  de sus siglas en inglés), no es más 
que la resta de varianzas normalizada por el tamaño de ventana S (número de SNPs) 
usado en  el  cálculo  de  las  varianzas,  y  multiplicado  por  la  frecuencia  f del  alelo 
derivado. Es decir:
Svd=
V 2−V 1
S
× f
El  motivo  de  multiplicar  por  f  es  que  interesan los  alelos  derivados  a  alta 
frecuencia (f alta)  pero no los ancestrales a alta frecuencia (f  baja),  ya que éstos 
últimos pueden ser SNPs simplemente porque recientemente haya aparecido alguna 
mutación que por azar aún se mantiene en la población, pero que no está siendo 
seleccionada.  Al  multiplicar  por  f  se  pretende  eliminar  el  ruido  que  tales  casos 
producirían. 
El problema es que para conocer el valor de f es necesario identificar en cada 
SNP cuáles son los alelos ancestrales, información no disponible para L. saxatilis, ni en 
general  para  una  gran  cantidad  de  especies.  Por  ello  que  se  han  ensayado  dos 
modificaciones del Svd:
1.  SvdNa (Not  ancestral):  este  estadístico  es  la  resta  normalizada  de  las 
varianzas sin multiplicar por f, es decir:
SvdNa= Svd
f
=
V 2−V 1
S  
Entonces  SvdNa  no  exige  saber  la  frecuencia  del  alelo  derivado.  Este 
estadístico considera todos los alelos que aparentemente provoquen disminución de 
varianza, sin restringirse a los derivados de alta frecuencia. 
2.  SvdMed (Medium): con este estadístico se intenta conseguir maximizar el 
valor de Svd cuando las frecuencias son intermedias. Nótese que si la frecuencia f del 
alelo derivado es 0,5, la función g(f) = 4 ×  f  (1-f) alcanza su valor máximo, siendo 
g(1/2) = 1. Y por tanto se define:
SvdMed = 4 × f (1-f) × SvdNa = 4 × Svd × (1-f),
siendo 1-f = frecuencia del alelo ancestral. 
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Este  estadístico  tiene  su  valor  máximo  en  frecuencia  f  =  0,5,  por  lo  que 
favorece a los alelos que están a frecuencias intermedias. SvdMed le da peso por igual 
a  los  alelos  ancestrales  y  derivados.  Igual  que  el  caso  anterior,  no  es  necesario 
conocer cuál es el alelo ancestral, ya que en la fórmula se incluyen las frecuencias del 
alelo ancestral y derivado y simplemente tendrán que sumar 1 entre ellas. Se creó 
este estadístico porque L. saxatilis es un ejemplo de selección divergente donde existe 
flujo  genético  entre  ecotipos,  pudiendo  esperarse  un  mayor  número  de  SNPs a 
frecuencias intermedias a pesar del efecto de la selección.
Estos tres estadísticos se calcularon para todos los  SNPs existentes en una 
muestra  de secuencias  (considerando  cada  SNP como  el  SNP  problema)  y  se 
evaluaron de dos maneras diferentes:
• Tomando el valor máximo para cada estadístico (Svdmax, SvdNamax, SvdMedmax). 
• Calculando para cada estadístico la media de todos los  Svd positivos (Svdave, 
SvdNaave, SvdMedave). 
Por ejemplo, para calcular  Svdmax: en una réplica dada se calcula el  Svd para 
cada SNP y se escoge el máximo del conjunto de Svd's calculados, comparando este 
valor con el valor crítico del caso neutro correspondiente, para poder decidir si  es 
significativo (detecta selección) ó no. Si se quiere calcular el Svdave, se procederá de la 
misma forma, pero en vez de escoger el  Svd más grande se hará una media de los 
Svd positivos. 
Por  último,  se  combinaron  ambas  variantes,  Svdmax y  Svdave,  en  nuevo 
estadístico (Cvd),  que incorpora la información de los  SNPs detectados por ambos 
métodos.  Los  dos  detectaron  selección  en  casos  distintos:  el  Svdmax obtuvo 
significancia en unos casos y  Svdave en otros, por lo que se creó el combinado para 
unir la potencia de ambos, dando un porcentaje de detección igual ó mayor. Por lo 
tanto, se refiere a Cvd, CvdNa y CvdMed al usar la variante combinada.
2.3.2.3. Escenarios de análisis
Las simulaciones se realizaron para dos poblaciones conectadas por migración 
(Figura 15). Se definieron tres escenarios o modos de análisis: 
1. Se calcularon los estadísticos independientemente para cada población.
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2.  Se  calcularon  los  estadísticos  considerando  una  sola  población  conjunta 
(metapoblación),  y  teniendo  en  cuenta  todos  los  SNPs hallados  en  una  u  otra 
población (Figura 18.A). 
3.  Se  calcularon  los  estadísticos  para  la  metapoblación,  considerando 
solamente los SNPs comunes a las dos poblaciones (Figura 18.B).
Figura  18.  Dos  escenarios  alternativos  de  análisis  para  una  metapoblación.  Se  pueden 
diferenciar tres tipos de  SNPs: el color amarillo representa  SNPs exclusivos de la población 1 
(RB);  el  gris  representa  SNPs exclusivos  de  la  población  2  (SU);  y  el  color  azul,  los  SNPs 
comunes a ambas poblaciones. La línea negra envuelve los SNPs utilizados en cada escenario. 
A. Esquema que representa el escenario metapoblacional considerando todos los SNPs hallados 
en las dos poblaciones (la  línea negra indica que se consideran los tres tipos de  SNPs).  B. 
Representación esquemática de una metapoblación donde solamente se tiene en cuenta los 
SNPs comunes a las dos poblaciones reales (la línea negra indica que solamente se consideran 
los SNPs compartidos por las dos poblaciones).
         2.3.2.4. Localización de la posición del SNP selectivo
Para  comprobar  si  los  estadísticos  detectan  la  posición  verdadera  que  se 
encuentra bajo  selección,  se realizaron una serie  de simulaciones fijando distintas 
posiciones  selectivas  a  lo  largo  del  genoma.  Además  de  la  posición  intermedia 
(posición relativa 0,5) se simularon casos con el SNP selectivo en posición relativa 0; 
0,01;  0,1  y  0,25  que  se  corresponden,  empezando  a  contar  desde  el  extremo 
izquierdo, con las posiciones nucleotídicas absolutas 0; 10.000; 100.000 y 250.000 
respectivamente.
El  motivo  de  utilizar  diferentes  posiciones  es  poder  distinguir  posibles 
localizaciones  espurias  debido  a  que  cuando  no  hay  selección,  la  distribución 
esperada  de  los  estadísticos  es  uniforme.  Es  decir,  ya  por  azar  la  posición 
correspondiente al valor Svd máximo tiende a ser la central. Esto se debe a que si no 
hay selección, la posición del  Svd detectado como máximo se distribuye de manera 
uniforme a lo largo de todo el  genoma. Por tanto,  la posición media en todas las 
réplicas será la media de la uniforme.
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La media estadística µu de una distribución uniforme con extremos a = 0 y b = 
1 es: 
μU=
(a+b )
2
=0,5
La varianza σ2 de una distribución uniforme con extremos a = 0 y b = 1 es: 
σ 2= (b−a )
2
   12
=0,08 ,
por lo que en ausencia de selección, la media y la varianza para la localización del Svd 
máximo serían 0,5 y 0,08 respectivamente.
A la hora de evaluar si realmente se está detectando la posición selectiva, se 
utilizaron dos tipos de índices: uno absoluto y otro que corrige respecto al efecto de 
ubicar la posición media precisamente en 0,5. Para ello se calcularon las diferencias 
existentes  entre  ambas  posiciones  (verdadera  y  observada),  tanto  en  los  casos 
neutros (Dneu, valor absoluto de la diferencia entre posiciones verdadera y observada 
en el caso neutro) como en los casos selectivos (Dsel, valor absoluto de la diferencia 
entre posiciones verdadera y observada en el caso selectivo). Se definieron los índices 
TLA (Tasa Localización Absoluta) y  TLR (Tasa Localización Relativa). Este análisis se 
realizó con los estadísticos Svdmax y SvdMedmax que son los que a posteriori mostraron 
más potencia para detectar el  efecto selectivo,  con los tres escenarios explicados 
anteriormente (Figuras 15 y 18) y con el tamaño de ventana correspondiente a la 
mitad de las réplicas (fr = 0,5), ya que se observó una ligera mejoría de detección de 
selección con respecto a la fracción de réplicas 0,9 (véanse Resultados).
Los  índices  para medir  la detección de la  posición selectiva se  definen del 
siguiente modo:
TLA (Tasa de Localización Absoluta) = 1 - 2 × Dsel
TLR (Tasa de Localización Relativa) = (0,5−Ps )×∣Dsel−Dneu∣×TLA
Dneu2
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Como  ya  se  ha  dicho,  Dsel es  la  diferencia  que  existe  entre  la  posición 
verdadera y la observada en los casos selectivos, Dneu la diferencia existente entra la 
posición  verdadera  y  observada  en  los  casos  neutros  y  Ps la  posición  selectiva 
verdadera (0;  0,01; 0,1;  0,25 o 0,5).  Este índice valdrá 0 siempre que la posición 
selectiva verdadera sea 0,5. Cuando el escenario sea de dos poblaciones, se usará la 
media de ambas poblaciones para calcular Dsel y Dneu. 
Los dos índices TLA y TLR varían entre 0 y 1, siendo 0 la no localización de la 
posición selectiva y 1 la localización perfecta del sitio selectivo. La diferencia entre 
ambos índices es que el TLA no tiene en cuenta el efecto de localización espontánea 
(sin necesidad de que exista selección) en el punto 0,5 (posición central), mientras 
que el TLR sí lo considera. 
         2.3.2.5. Comparación entre poblaciones
Finalmente  se  realizó  un  test  Kolmogorov-Smirnov  para  estudiar  si  la 
distribución de valores SvdMedmax es la misma en las dos poblaciones dentro de cada 
caso.  El  test Kolmogorov-Smirnov  es  un  test no  paramétrico  que  compara  las 
distribuciones  de  dos  poblaciones.  La  hipótesis  nula  es  que  las  dos  poblaciones 
tengan la misma distribución.
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3. Resultados
3.1. Ensamblaje de novo y caracterización del transcriptoma de 
Littorina saxatilis utilizando la tecnología de secuenciación Illumina
3.1.1. Secuenciación y ensamblaje 
El  número total  de secuencias  generadas por  la plataforma  Illumina fue de 
150.302.926 reads; 75.571.280 reads para la muestra RB1 y 74.731.646 reads para la 
muestra SU. El porcentaje de secuencias de alta calidad (Phred Score > 20) en ambas 
muestras fue de aproximadamente un 95%, lo que indica la alta calidad de los datos 
generados. Específicamente, un 97,6% y un 95,1% de  reads fueron de alta calidad 
para cada una de las direcciones de la secuenciación en RB1, mientras que un 97% y 
un  94,6%  de  reads fueron  de  alta  calidad  para  cada  una  de  las  direcciones  de 
secuenciación en SU. La Figura 19 representa la calidad media de secuenciación de 
cada posición de un  read expresada en términos del  Phred Score.  Se observa una 
caída de la calidad en el extremo 3’ de los fragmentos secuenciados a partir de la 
posición 50, según lo esperado en este tipo de plataforma de secuenciación (Dohm et 
al., 2008). 
Figura 19. Diagramas de cajas y bigotes que representan la calidad promedio de los reads. Los 
rectángulos amarillos representan las distribuciones de los valores de calidad (Phred Score) por 
cada posición del read. Las líneas verticales muestran el error típico de cada distribución. Una 
calidad promedio mayor de 20 es aceptada como alta calidad.
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Para  eliminar  las  bases  de  baja  calidad,  se  realizó  un  filtrado  eliminando 
aquellas bases del extremo 3' con un valor de Phred Score menor de 20 (que indica un 
error de secuenciación del 1%). Tras la aplicación del filtrado, se pasó de tener todos 
los fragmentos emparejados (pair-reads) a tener un grupo de fragmentos emparejados 
y un grupo de fragmentos individuales (single-reads) que han perdido su fragmento 
emparejado por no haber superado los filtros de calidad (Tabla 3). Tras el filtrado, se 
dispuso de un total de 127.019.711 reads para la generación del transcriptoma, lo que 
se corresponde con el 84,5% del total de reads generados inicialmente.
Tabla 3. Número y porcentaje de reads de alta calidad antes y después del filtrado. 
Muestra Número total de reads Número  de  reads tras  filtrado (pair/single)
Porcentaje  de  reads tras  filtrado 
(pair/single)
RB1 75.571.280 28.060.116 / 7.027.392 74,3% / 9,2%
SU 74.731.646 29.182.864 / 5.506.359 78,1% / 7,4%
Estos  reads  se  ensamblaron  (considerando  las  muestras  RB1  y  SU 
conjuntamente) en un total de 380.735 isotigs o posibles transcritos (véase Glosario). 
La longitud promedio de estos isotigs fue de 464,33 nucleótidos y la longitud máxima 
fue de 13.229 nucleótidos, existiendo 98.282 transcritos con una longitud mayor de 
500 pares de bases (Figura 20). La longitud teórica calculada para el transcriptoma de 
Littorina saxatilis fue de 176,8 Mb. 
Figura 20. Distribución de las longitudes de los isotigs ensamblados. 
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3.1.2. Anotación del transcriptoma generado
Se  han  anotado  un  10,4%  de  isotigs (39.683)  de  los  380.735  isotigs del 
transcriptoma ensamblado de L. saxatilis mediante un BLASTX contra la base de datos 
nr  (non  redundant)  del  NCBI.  Estos  39.683  isotigs  anotados  se  corresponden con 
23.022  loci,  pues un mismo  locus  puede encontrase representado por  más de un 
isotig  (Figura 21) (véase Glosario). La inmensa mayoría de los  loci  anotados (69%) 
presentaron  un  solo  isotig.  Los  loci  con  más  de  10  isotigs  fueron  muy  raros, 
representando menos del 1‰ del total de lo loci anotados.   
      
Figura 21. Distribución del número de isotigs por locus. La mayoría de los locus anotados (sobre 
un 70%) tienen solamente un isotig. 
Los datos obtenidos suponen un incremento substancial en el número de genes 
codificadores anotados en  L. saxatilis,  ya que el  contraste entre la base de datos 
originada en esta tesis y la base de datos SwissProt (http://web.expasy.org/docs/swiss-
prot_guideline.html) ha resultado en 17.463 isotigs anotados, mientras que la base de 
datos LSD2 (Canbäck et al., 2012) tiene 1.108 secuencias con similitud en SwissProt.
3.1.2.1. Expresión diferencial entre los ecotipos RB y SU 
Se  han  encontrado  1.363  isotigs diferencialmente  expresados  entre  los 
ecotipos RB y SU de  L. saxatilis  aplicando un  False Discovery Rate  (FDR,  Benjamin-
Hochberg) de 0,05. 859 isotigs (63%) se sobre-expresaron en el ecotipo RB, mientras 
que los restantes 504 isotigs (37%) se sobre-expresaron en el ecotipo SU.
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Figura 22. Diagramas de sectores de los términos GO (nivel 3) para los genes anotados en el 
transcriptoma de L. saxatilis.  Los números entre paréntesis corresponden al número de genes 
que agrupan para cada término GO. 
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Una  búsqueda  BLAST  usando  un  e-value  <  1E-06 permitió  identificar  241 
(17,7%) de estos 1.363 isotigs  (Apéndice 2). Muchas clases funcionales de genes se 
encuentran involucradas en las diferencias de expresión observadas entre los ecotipos 
RB y SU (Apéndice 3). La Figura 22 muestra la clasificación funcional de estos isotigs 
basada en procesos biológicos (PB), función molecular (FM) y componentes celulares 
(CC).  Entre  los  términos  de  PB,  no  se  observó  ninguna  categoría  de  genes 
contribuyendo  con  una  presencia  particularmente  distintiva  a  las  diferencias  de 
expresión entre ecotipos. Referente a la categoría FM, el término con mayor número 
de genes ha sido unión a proteínas, seguido de actividad hidrolasa. Los términos de 
CC fueron  asignados  para  una  parte  importante  de  genes  a partes  celulares  y 
orgánulos membranosos.
En  la  Tabla  4  se  muestran  los  genes  pertenecientes  al  término  GO  más 
significativo de cada categoría. En esta lista de genes destacan algunos que parecen 
estar implicados en la adaptación de las poblaciones de L. saxatilis a su ambiente. El 
término GO más significativo en la categoría proceso biológico (p-valor = 3,48E-06) es 
ensamblaje de miofibrillas. Como es de esperar, este término GO está relacionado con 
el  tejido  muscular  (las  miofibrillas  son  estructuras  contráctiles  que  atraviesan  las 
células del tejido muscular), ya que la secuenciación del transcriptoma se realizó a 
partir de muestras del músculo del pie del caracol. 7 de los 10 isotigs asociados a este 
término GO codifican las proteínas miosina (myosin heavy chain stiated muscle), titina 
(titin)  y  twitchin,  estando  involucradas  todas  ellas  en  la  contracción  muscular  y 
apareciendo sobre-expresados en el ecotipo RB, a excepción de un isotig que codifica 
la titina, que aparece sobre-expresado en el ecotipo SU (FC = 3,63) (Tabla 4) (véase 
discusión). 
El  término  GO más significativo en la categoría  FM (p-valor  = 8,04E-05) es 
cargo receptor activity,  cuya función es seleccionar macromoléculas extracelulares e 
introducirlas  en  la  célula  via  endocitosis  (http://amigo.geneontology.org/cgi-
bin/amigo/term_details?term=GO:0038024).  4  de  los  7  isotigs  asociados  a  este 
término GO codifican distintas variantes de la lipoproteína low-density receptor, cuyas 
funciones consisten en modular eventos celulares como la señalización intracelular 
(protein 8) y la neurotransmisión (protein 1), además de estar involucradas también 
en procesos de endocitosis (low-density lipoprotein receptor-related protein y protein 
2) y en la fagocitosis de células apoptóticas (www.uniprot.org). Otros isotigs codifican, 
por ejemplo, el  factor de crecimiento transformante - β (TGF-β), cuya función es su 
unión  a  los  colágenos  tipo  I,  II  y  IV  para  formar  una  interacción  célula-colágeno 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q15582);  o  la  neurotripsina,  que  es  una  serina 
proteasa que está involucrada en la plasticidad neuronal y en la acción proteolítica, 
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cuya  función  puede  asociarse  al  aprendizaje  y  a  la  memoria 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q5G271). 
Tabla  4.  Lista  de  genes  correspondientes  al  término  GO  más  significativo  dentro  de  cada 
categoría funcional, ordenados de más a menos significativo.
ID loci Accession1 Anotación FC*2
Categoría: Proceso Biológico; Término: myofibril assembly (GO:0030239) p-valor = 3,48E-6
236168, 229514, 237967 P24733 Myosin heavy chain striated muscle -5; -3,45; -8,33
957 Q8WZ42 Titin -4,17
238005 A2ARV4 Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 -3,85
7528 A2ASS6 Titin 3,63
4349 Q98931 Low-density lipoprotein receptor-related protein 8 - (no SU)
104551 Q06561 Basement membrane proteoglycan -5,88
226787 Q8WZ42 Titin -2,86
267 Q23551 Twitchin -3,70
Categoría: Función Molecular; Término: cargo receptor activity (GO:0038024) p-valor = 8,04E-5
64989 Q91ZX7 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 - (no RB)
64274 Q15582 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 11,09
49832 Q5G271 Neurotrypsin 8,95
128995 Q04833 Low-density lipoprotein receptor-related protein - (no SU)
238005 A2ARV4 Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 -3,85
4349 Q98931 Low-density lipoprotein receptor-related protein 8 - (no SU)
104551 Q06561 Basement membrane proteoglycan -5,88
Categoría: Componente Celular; Término: extracellular matrix (GO:0031012) p-valor = 5,67E-16**
18554 Q61555 Fibrillin-2 -5,55
17132 P98133 Fibrillin-1 3,46
81659 P10079 Fibropellin-1 - (no RB)
73586 O73872 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -3,12
3062 P42679 Megakaryocyte-associated tyrosine-protein kinase 5,46
6429 A2AVA0 Sushi von Willebrand factor type A EGF and pentraxin domain-containing protein 1 -3,85
234133 Q96RW7 Hemicentin-1 10,1
9602 P35555 Fibrillin-1 4,21
236220 Q96RW7 Hemicentin-1 7,23
84828 P00443 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -5,88
7778 Q8BYI9 Tenascin-R - (no SU)
5518, 64274 P82198 Q15582 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 3,07; 11,09
127120 Q20930 ADAM family mig-17 -4
232046 Q29116 Tenascin -2,78
16798 P58022 Lysyl oxidase homolog 2 -3,85
1793 Q96RW7 Hemicentin-1 -5,26
103678 P21941 Cartilage matrix protein -20
238037 Q8JGT4 Netrin receptor UNC5B 7,41
182282 P10758 Lithostathine 3,59
* Todos los p-valores menores de 0,001  ** Sólo se muestran los 20 loci más significativos (p-valores < 5E-18) 1 El accession 
es el código de la proteína de la base de datos Uniprot (www.uniprot.org). 2 Cambio relativo en expresión (fold change). En 
los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con el signo opuesto, a efectos de interpretar  
mejor los valores al visualizarlos. Los genes que se encuentran por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras  
que los que se encuentran por debajo de 0 están sobre-expresados en RB. - indica que ese gen no se expresa en alguno de 
los dos ecotipos. 
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Por último, el término GO más significativo en la categoría CC (p-valor = 5,67E-
16) es  matriz  extracelular.  Dentro  de  este  término se  encuentran  33 genes,  pero 
solamente se presentan los 20 primeros genes más significativos en la Tabla 4 (e-
value < 5E-18). Los isotigs asociados a esta actividad muestran una gran variedad de 
funciones. Por ejemplo, los 3 isotigs más significativos codifican proteínas implicadas 
en funciones estructurales: las proteínas  fibrilinas 1 y  2  (una sobre-expresada en el 
ecotipo RB y otra en SU) se encargan de la formación de las fibras elásticas del tejido 
conectivo, y la fibropelina está involucrada en la formación de la lamina apical. Otros 
isotigs  codifican  proteínas  con  funciones  de  defensa  (superóxido  dismutasa), 
funciones  de  transducción  de  señal  de  células  hematopoyéticas  (megakaryocyte-
associated  tyrosine-protein  kinase),  proteínas  implicadas  en  la  pérdida  de  visión 
(hemicentina), en el sistema nervioso (tenascina y netrina), en la morfogénesis de las 
gónadas (ADAM family mig-17) y en el crecimiento de la concha (litostatina), entre 
otras (www.uniprot.org). 
Por  otra  parte,  decir  que  algunos  de  los isotigs se  encuentran  en  varias 
categorías  funcionales.  Por  ejemplo,  en  las  categorías  funcionales  PB  y  FM  se 
encontraron distintas variantes de la proteína low-density lipoprotein receptor-related 
protein,  además  del  isotig que codifica  la  membrana basal  (basement  membrane 
proteoglycan).  También en  las  categorías función  molecular y  componente  celular 
coincidió uno de los isotigs que codifica el TGF-β (Tabla 4).
3.1.3. Detección de variantes (Single Nucleotide Polymorphisms)  
Se han detectado un total de 4.755 SNPs, de los cuales la gran mayoría (72%) 
son exclusivos de cada ecotipo. La Figura 23 muestra un diagrama de  Venn con el 
número de variantes compartidas y exclusivas de cada ecotipo, obtenido mediante el 
programa BioVenn (http://www.cmbi.ru.nl/cdd/biovenn/  )  (Hulsen et al., 2008). En total, 
1.949 SNPs fueron detectados sólo en el ecotipo RB, 1.272 sólo en SU, y 1.249 fueron 
compartidos  entre ambos ecotipos.  Sabiendo que el  transcriptoma obtenido es de 
176,8  Mb,  se  calculó  una frecuencia  de  cambio  de  0,018 SNPs/kb en RB y  0,014 
SNPs/kb en SU. 
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Figura 23. Diagrama de Venn con el número de de SNPs específicos de cada ecotipo y comunes 
entre los dos ecotipos.
Un 57% de los  SNPs detectados en ambos ecotipos se correspondieron con 
transiciones,  mientras  que  el  43%  restante  fueron  transversiones  (Tabla  5),  un 
resultado coincidente con estudios previos en otros gasterópodos, como las especies 
del género Fissurella (Olivares, 2007) y Crepipatella (Vejar, 2007).
Tabla 5. Tipos y número de SNPs obtenidos en cada uno de los ecotipos estudiados. 
SNPs de RB SNPs de SU
Total 3198 2521
Transiciones
A <-> G 913 726
C<->T 899 720
Transversiones
A<->T 280 242
G<->T 462 352
C<->G 192 148
A<->C 452 333
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3.2.  Estudio  molecular  de  la  evolución  paralela  en  Littorina 
saxatilis utilizando la tecnología de los microarrays
3.2.1. Validación del  microarray de ADNc para estudios de variación 
en secuencia genómica
El  microarray de  ADNc  de  L.  saxatilis fue  originalmente  diseñado  para 
estudios  de expresión.  Por  este motivo,  se determinó en qué medida la variación 
técnica  podría  enmascarar  la  señal  de  hibridación  debida  a  diferencias  biológicas 
entre las muestras gallegas cuando este microarray se hibrida con ADN genómico.
La  variación  técnica  se  midió  estimando  la  variación  de  las  señales  de 
hibridación entre dos réplicas de un individuo RB de cada localidad (dos réplicas RB de 
Silleiro, dos réplicas RB de Roncudo, y dos réplicas RB de Burela). La varianza total 
(biológica mas técnica) se midió estimando la variación en la señal de hibridación 
entre  dos  individuos  RB  distintos,  cada  uno  procedente  de  una  localidad  gallega 
diferente.  La comparación  de estas  dos  estimas  de varianza  permite  obtener  una 
indicación de la magnitud relativa de la variación técnica versus la biológica. Para este 
análisis,  los datos  fueron tratados con el  método  RMA (Robust  MultiChip Average) 
(Bolstad  et  al.,  2003)  implementado  en  el  programa  NimbleScan.  Dicho  método 
incluye la corrección del ruido de fondo, la transformación de las intensidades a escala 
logarítmica en base 2 y la normalización por cuantiles. Se calculó el cociente entre la 
señal de la muestra y la señal de la referencia en escala logarítmica, promediando las 
señales de las sondas por cada gen. 
Los resultados indican que la magnitud de la variación técnica asociada a la 
utilización del microarray de ADNc en estudios de variación en secuencia genómica es 
muy baja relativa a la variación biológica (Figura 24 y Tabla 6). En primer lugar, el 
grado de repetibilidad entre las réplicas técnicas es muy elevado en cada una de las 
tres localidades gallegas (coeficiente de correlación de Pearson  r > 90%,  p-valor < 
0,001)  (Figura 24.A). En consonancia con este resultado, la varianza en la señal de 
hibridación debida a ruido técnico fue baja para la mayoría de los genes incluidos en 
el microarray (varianza < 0,01) (Figura 24.B). 
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Figura 24. Repetibilidad técnica asociada a la utilización del microarray de ADNc en estudios de 
variación en secuencia genómica. A) Diagramas de puntos que muestran la correlación entre 
dos réplicas técnicas RB de Silleiro, Roncudo y Burela. Cada eje de coordenadas representa una 
réplica técnica y cada punto un gen. B) Distribución de la varianza entre réplicas técnicas en las 
3 localidades bajo estudio; el eje X muestra el número de genes y el eje Y representa el valor de 
la varianza. *** p-valor < 0,001.
En  segundo  lugar,  la  magnitud  de  la  varianza  media  total  (técnica  mas 
biológica) fue casi un orden de magnitud superior a la varianza media técnica para 
todas las comparaciones realizadas entre individuos de distintas localidades (Tabla 6). 
Estas diferencias se incrementan a dos órdenes de magnitud cuando se comparan los 
coeficientes  de  variación  técnica  y  total  (Tabla  6).  Estos  resultados  muestran 
claramente  que  la  variación  técnica  es  prácticamente  negligible  respecto  a  la 
magnitud  de  la  variación  biológica,  lo  que  sumado  a  la  alta  repetibilidad  de  los 
resultados,  confiere  una  elevada  fiabilidad  a  los  datos  de  hibridación  genómica 
obtenidos en el presente estudio.
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Tabla 6. Magnitud de la variación técnica y total (técnica mas biológica) asociada a la utilización 
del microarray de ADNc en estudios de variación en secuencia genómica. 
Réplicas Varianza media1 Varianza2 Coeficiente de variación3
Técnica (Silleiro) 0,0164 0,0017 9,6
Técnica (Roncudo) 0,0131 0,0007 5,3
Técnica (Burela) 0,0136 0,0013 10,4
Total (Silleiro-Roncudo) 0,0917 0,1912 208,5
Total (Silleiro-Burela) 0,0952 0,1867 195,1
Total (Roncudo-Burela) 0,0925 0,2002 216,4
1 Media de la varianza entre genes.  2 Varianza de las diferentes varianzas observadas para los genes de un 
microarray. 3 Coeficiente de variación de la variación técnica y biológica.
3.2.2. Estructura de datos utilizada 
En el estudio de expresión, se descartaron dos  subarrays de muestras SU de 
Burela tras el filtrado con el paquete estadístico arrayQualityMetrics (Kauffmann et al., 
2008), por lo que los análisis posteriores de expresión se basaron en un total de 22 
subarrays.  En  el  caso  de  los  datos  de  variación  en  secuencia  genómica, 
arrayQualityMetrics descartó tres subarrays que correspondían a dos muestras SU de 
Burela  y  una  muestra  SU de Silleiro.  Por  lo  tanto,  en los  análisis  de  variación  en 
secuencia genómica se utilizaron un total de 69 subarrays. Los resultados detallados 
de  estos  controles  de  calidad  pueden  encontrarse  en  los  links 
http://dl.dropbox.com/u/3144341/AQM/todos20/index.html y 
h  ttps://dl.dropboxusercontent.com/u/5747221/AQMx_20/index.html#S1   para los datos 
de expresión y variación en secuencia genómica respectivamente.  
Los  tres  juegos  de  datos  utilizados  en  el  estudio  de  expresión  estuvieron 
formados por: 1) los 25.836 genes incluidos originalmente en cada  subarray  (datos 
brutos), 2)  los  17.431  genes  cuyas  sondas  presentaron  señales  de  hibridación 
mayores que el ruido de fondo (datos filtrados por señal), y 3) los 12.918 genes (50% 
del total) que presentaron una mayor variación entre  subarrays (datos filtrados por 
varianza).  En el caso de los datos de variación en secuencia genómica, estos tres 
juegos de datos estuvieron formados por 137.604 sondas,  119.650 y 68.802 sondas 
respectivamente. 
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3.2.3.  Estructuración  global  de  la  diversidad  en  expresión  y  en 
secuencia genómica
La  Tabla  7  muestra  el  número  de  genes/sondas  significativas  (y  sus 
porcentajes) para el análisis de la distribución de la variación en expresión (genes) y 
secuencia genómica (sondas) entre ecotipos, localidades y su interacción en cada uno 
de los tres conjuntos de datos utilizados (brutos, filtrados por varianza y filtrados por 
señal). Los números indican las sondas/genes estadísticamente significativos para el 
factor  correspondiente  sin  aplicar  ninguna  corrección  multitest.  Los  datos  de 
transcriptómica  y  genómica  muestran  un  patrón  de  variación  similar.  Para  ambos 
cuerpos  de  datos,  las  diferencias  entre  localidades  son  muy  superiores  a  las 
observadas entre  ecotipos,  según lo  esperado si  cada ecotipo  hubiese  surgido de 
forma  reciente  e  independiente  en  cada  localidad  (Johannesson  et  al.,  2010).  La 
magnitud relativa (en %) de las diferencias entre localidades y ecotipos es entre dos y 
tres veces mayor para los datos de expresión que para los de genómica, sugiriendo la 
actuación  de  factores  evolutivos  y/o  ambientales  de  mayor  intensidad  en  el 
transcriptoma. El relativamente bajo valor de la interacción tanto para los datos de 
expresión como de secuencia genómica sugiere que la magnitud de las diferencias 
observadas entre ecotipos no cambia de forma drástica a lo largo de las distintas 
localidades  (Tabla  7).  Significativamente,  estas  pautas  se  mantuvieron  con 
independencia  del  juego  de  datos  utilizado  (datos  brutos,  y  datos  filtrados  por 
varianza o señal), lo que sugiere la existencia de un efecto biológico fuerte a escala 
genómica que puede visualizarse incluso cuando se eliminan parte de los datos. Esta 
coincidencia  en  las  pautas  de  variación  reflejadas  por  los  tres  juegos  de  datos 
considerados se ha repetido en todos los análisis posteriores realizados en el presente 
estudio.  De  este  modo,  por  simplicidad,  sólo  se  presentarán  a  partir  de  aquí  los 
análisis que utilizan el juego de datos filtrado por señal,  que proporciona un buen 
compromiso  entre  la  eliminación  de  ruido  técnico  y  la  inclusión  de  un  número 
suficientemente elevado de genes/sondas para los análisis estadísticos posteriores.
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Tabla 7. Resumen de los genes/sondas significativas (y sus porcentajes) en el análisis de la 
distribución de la variación total para los factores ecotipo y localidad para datos no filtrados 
(brutos)  y  datos  filtrados  por  varianza  o  señal.  Los  números  indican  las  sondas/genes 
estadísticamente significativos  para  el  factor  correspondiente sin aplicar  ninguna corrección 
multitest. 
Transcriptómica Genómica
Brutos Varianza Señal Brutos Varianza Señal
Ecotipo 7844 (30,4%) 4106 (31,8%) 4797 (27,5%) 15223 (11,0%) 7445 (10,8%) 15137 (12,6%)
Localidad 16378 (63,4%) 9889 (76,5%) 11459 (65,7%) 25531 (18,5%) 12837 (18,6%) 25958 (21,7%)
Interacción 3870 (15,0%) 1751 (13,5%) 2180 (12,5%) 8827 (6,4%) 4782 (6,9%) 9131 (7,6%)
N genes/sondas 25836 12918 17431 137604 68802 119650
La Tabla 8 corresponde a los datos filtrados por señal de la Tabla 7 tras aplicar 
dos métodos de corrección multitest distintos: SGoF (Carvajal-Rodríguez et al., 2009) y 
Benjamini-Hochberg (Benjamini  & Hochberg, 1995).  Tal  y como cabe esperar de la 
aplicación  de  métodos  que  reducen  el  número  de  falsos  positivos,  el  número  de 
genes/sondas con diferencias significativas se redujo considerablemente después de 
la aplicación de los métodos de corrección multitest. A su vez se ha calculado el valor 
q (Apéndice 4), que indica la proporción esperada de falsos positivos tras indicar que 
un contraste dado es significativo, por lo que cuanto menor sea este valor más fiables 
serán los datos. En el experimento de transcriptómica se obtuvieron valores q < 18% 
con la corrección multitest SGoF y < 3,5% con BH. En el experimento de variación en 
secuencia, los valores q tras aplicar la corrección multitest SGoF han sido < 25% y < 
5% con BH (Apéndice 4, Tabla A). El método de Benjamini-Hochberg (BH) resultó ser 
más  restrictivo  que  el  método SGoF.  Específicamente,  en  el  experimento  de 
transcriptómica se produjo un descenso promedio en el número de casos significativos 
de  un  33%  y  un  10%  con  BH  y SGoF respectivamente.  En  el  experimento  de 
genómica, estos números fueron 88% y 41% respectivamente. La mayor capacidad de 
SGoF para detectar  casos significativos  obedece a su contrastada mayor  potencia 
estadística (Carvajal-Rodríguez et al., 2009). El patrón de distribución de la variación 
en expresión y secuencia genómica tras aplicar las correcciones multitest fue similar 
al observado para los datos sin corrección multitest (Tablas 7 y 8), es decir, una mayor 
diferenciación  entre  localidades  que  entre  ecotipos  y  una  relativamente  baja 
interacción. SGoF dio lugar a porcentajes relativos de la distribución de las diferencias 
entre ecotipos y localidades más parecidos a los obtenidos sin corrección  multitest 
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que  BH. Un  test G (Hood, 2010) (http://www.poptools.org) revela que el número de 
genes/sondas  difiere  significativamente  entre  factores  bajo  cualquiera  de  los  dos 
métodos  de  corrección  multitest utilizados  (Tabla  8),  corroborando  así  una  mayor 
diferenciación entre localidades que entre ecotipos a nivel de expresión y variación en 
secuencia genómica.
Tabla 8. Resumen del número de genes/sondas significativas (números absolutos y porcentajes) 
en el análisis de la distribución de la variación total para los factores ecotipo y localidad para 
datos filtrados por señal utilizando los métodos de corrección multitest SGoF y BH.
SGoF BH
Transcriptómica Genómica Transcriptómica Genómica
Ecotipo 3869 (22,2%) 9007 (7,5%) 1827 (10,5%) 3912 (3,3%)
Localidad 10531 (60,4%) 19828 (16,6%) 10211 (58,6%) 1218 (9,8%)
Interacción 1252 (7,2%) 3001 (2,5%) 256 (1,5%) 1141 (0,9%)
Test G 10641,6* 15547* 19021* 10665*
3.2.4. Diferenciación entre ecotipos
3.2.4.1. Identificación de variación molecular paralela
La  Tabla  9  muestra  el  número  de  genes/sondas  (y  sus  porcentajes)  con 
diferencias significativas de expresión y secuencia genómica entre ecotipos en cada 
una de las tres localidades analizadas, usando datos filtrados por señal y tras aplicar 
dos tipos de correcciones multitest (SGoF y BH). En la localidad de Burela se observa 
una diferenciación entre ecotipos a nivel del transcriptoma notablemente superior a la 
observada en las otras dos localidades, aunque este resultado podría estar influido en 
parte por el hecho de que el número de muestras SU analizadas en esta localidad fue 
algo menor que en las otras dos localidades tras el filtrado de calidad de los subarrays 
(véase sección 3.2.2.).  Los  datos  filtrados con  SGoF mostraron un mayor  nivel  de 
heterogeneidad entre localidades en la magnitud de las diferencias entre ecotipos que 
los datos filtrados con BH. En este análisis también se han calculado los valores q para 
estimar los falsos positivos después de aplicar las correcciones multitest (Apéndice 4). 
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En el experimento de transcriptómica se han encontrado < 18% de falsos positivos 
con la  corrección multitest SGoF y < 5% con BH.  En el experimento de variación en 
secuencia  genómica,  esos  valores  fueron  <  27%  y  <  5%  para  SGoF  y  BH 
respectivamente (Apéndice 4, Tabla B). Por otra parte, para ambos cuerpos de datos, 
los test G confirmaron diferencias significativas entre localidades para la magnitud de 
las diferencias observadas entre ecotipos en cada localidad (Tabla 9). 
Tabla 9. Resumen del número de genes/sondas significativas (números absolutos y porcentajes) 
en el análisis de la distribución de la variación para el factor ecotipo para datos filtrados por  
señal utilizando los métodos de corrección multitest SGoF y BH.  
SGoF BH
 Transcriptómica Genómica Transcriptómica Genómica
Burela 3002 (17,2%) 3807 (3,2%) 901 (5,2%) 1506 (1,2%)
Roncudo 1120 (6,4%) 6594 (5,5%) 414 (2,4%) 1659 (1,4%)
Silleiro 1031 (5,9%) 3034 (2,5%) 481 (2,8%) 1601 (1,3%)
Test G 1501,5* 1662*  228,6* 12*
Sondas candidatas1 n.a.2 354 n.a.2 133
Genes candidatos1 146 216  43 82
1 Genes/sondas  que  fueron  simultáneamente  significativas  en  las  tres  localidades  tras  la  corrección 
multitest. 2 No aplicable.
Un total de 146 (SGoF) y 43 (BH) genes mostraron una diferenciación paralela 
en expresión, es decir, mostraron diferencias significativas entre ambos ecotipos de 
forma simultánea en las tres localidades analizadas (Tabla 9). Estos números fueron 
354 (SGoF) y 133 (BH) para las sondas con diferencias en secuencia genómica, que 
corresponden a 216 y 82 genes distintos  respectivamente,  ya que un mismo gen 
puede estar representado por más de una sonda (Tabla 9). Tal nivel de paralelismo es 
altamente improbable debido al azar (p-valor < 10-9 tanto en transcriptómica como en 
genómica,  con  independencia  de  usar  SGoF o  BH). A  los  genes/sondas  que 
presentaron una diferenciación genética paralela se les denominará a partir de aquí 
candidatos, para distinguirlos de aquellos genes/sondas que no mostraron diferencias 
significativas entre ecotipos en las tres localidades (denominados aquí como outliers, 
es decir, genes/sondas con diferencias entre ecotipos en sólo una o dos localidades). 
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Para  ambos  experimentos  (transcriptómica  y  genómica),  los  genes/sondas 
candidatas  mostraron  cambios  mayoritariamente  direccionales,  donde  un  mismo 
gen/sonda experimenta cambios en la señal de hibridación en la misma dirección para 
todas las  localidades (Figura 25).  Específicamente,  de  los  146 genes con cambios 
paralelos en transcriptómica,  132 (90%) mostraron cambios direccionales en las 3 
localidades (72 sobre-expresados en RB). Similarmente, 294 (83%) de las 354 sondas 
con  cambios  paralelos  en  secuencia  genómica  mostraron  también  cambios 
direccionales (de las cuales 219 mostraron una mayor señal en RB). Las varianzas en 
expresión  y  a  nivel  de  secuencia  para  los  cambios  paralelos  direccionales  fueron 
significativamente  menores  respecto  a  la  varianza  de  los  genes  no  direccionales 
(varianzas de transcriptómica:  0,0005 y  0,0011;  varianzas de  genómica:  0,0064 y 
0,0170 en genes direccionales y no direccionales respectivamente) (p-valor = 0,0007 
en transcriptómica; p-valor = 0,0185 en genómica, test t), lo que apoya la hipótesis de 
que los genes que estén sujetos a cambios paralelos direccionales se encuentran bajo 
el efecto de la selección natural y/o constricciones genéticas (Derome et al., 2006).
Figura 25. Mapa de color y dendograma basado en el fold change de las señales de hibridación 
para  (A)  genes  candidatos  y  (B)  sondas  candidatas.  Gris  y  amarillo  indican  una  señal  de 
hibridación más alta o más baja respectivamente en RB que en SU. Los rectángulos superiores 
corresponden  a  las  3  localidades  (rojo:  Burela,  verde:  Roncudo,  azul:  Silleiro).  Las  líneas 
horizontales que cambian de color según la localidad son genes/sondas con cambios de señal 
no direccionales.
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3.2.4.2. Relación entre la variación en expresión y secuencia genómica
Para averiguar si existe alguna correlación entre los cambios en secuencia y los 
niveles de expresión, se ha constatado si los genes outliers y candidatos obtenidos en 
el  experimento  de  transcriptómica  son  los  mismos  que  los  obtenidos  en  el 
experimento de genómica.  Referente a los genes  outliers,  se ha estimado que un 
25,5% de los genes con diferencias de expresión entre ecotipos en alguna localidad 
(genes outliers de transcriptómica con el filtrado por señal y corrección SGoF) tienen 
también diferencias significativas a nivel de secuencia (genes  outliers de genómica 
con el filtrado por señal y corrección SGoF). También se han comparado los 146 genes 
candidatos de transcriptómica (usando el filtrado por señal y la corrección  multitest 
SGoF) con los 216 genes candidatos de genómica (usando el filtrado por señal y la 
corrección multitest SGoF) (Tabla 9). El resultado obtenido han sido 13 genes que son 
candidatos en ambos experimentos. Por lo tanto, esos 13 genes están involucrados en 
cambios  paralelos  entre  ecotipos  en  las  3  localidades  a  la  vez,  tanto  a  nivel  de 
expresión génica como a nivel de secuencia.  Estos 13 genes se caracterizaron por 
presentar diferencias entre ecotipos particularmente extremas respecto al conjunto de 
todos los genes candidatos y outliers (Figura 26).
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Figura 26.  Diagrama de puntos que representa los genes/sondas según su señal  diferencial  
entre  ecotipos  para  cada  localidad  y  su  significación  estadística  en  el  experimento  de 
transcriptómica y genómica, con el filtrado de señal y el método SGoF. El eje X representa los 
cambios de expresión entre RB y SU  (fold change) en escala logarítmica.  Un valor  positivo 
indica sobre-expresión en SU, y negativo sobre-expresión en RB. El eje Y representa el logaritmo 
negativo del p-valor, de forma que los p-valores más pequeños presentan valores mayores en el 
eje  Y.  Cada  punto  representa  un  gen  (transcriptómica)  o  una  sonda  (genómica).  En  azul 
aparecen los genes/sondas outliers (diferenciación significativa entre RB y SU, pero no en todas 
las localidades); en verde aparecen los genes/sondas candidatos (diferenciación significativa 
entre RB y SU en las 3 localidades a la vez); en rojo aparecen los genes/sondas que fueron 
candidatos en ambos experimentos; y en negro aparecen los genes/sondas que no presentan 
diferenciación significativa entre ecotipos.   
Los 13 genes candidatos para ambos experimentos (expresión y variación en 
secuencia genómica) mostraron cambios paralelos direccionales.  12 de estos genes 
exhibieron cambios de la señal de hibridación en la misma dirección para expresión e 
hibridación genómica  (Figura 27).  En consonancia,  las  señales  de  expresión  están 
fuertemente correlacionadas positivamente con las señales de variación en secuencia 
genómica en estos 13 genes (r  = 0,454;  p-valor  < 0,05).  Estos resultados sugieren 
que  mismatches  entre las sondas del microarray  y el  ADN o ADNc de la muestra 
debidos a la presencia de polimorfismos en secuencia para cada uno de estos genes 
pudieron generar las correlaciones observadas. Sin embargo, el estudio de  RNA-Seq 
(sección 3.1.), no afectado por posibles sesgos debidos a  mismatches en secuencia, 
confirmó diferencias  de expresión en la localidad de Roncudo para 3 de estos  13 
genes  candidatos,  sugiriendo  que  la  combinación  de  cambios  en  secuencia  y  en 
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expresión pudieron jugar un papel relevante en la evolución molecular paralela de al 
menos alguno de estos 13 genes. 
Figura 27. Intensidades medias de la señal de hibridación de SU respecto a RB de los 13 genes 
simultáneamente candidatos en expresión y secuencia genómica. En el caso de genómica, la 
señal de un gen se calculó como el promedio de las señales de las sondas candidatas que lo 
representan en el  microarray.  Cada gen es designado con un color  distinto.  El  fold change 
representa el cociente entre los valores de expresión de los ecotipos SU y RB. En los casos  
donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con el signo opuesto, a los 
efectos  de  interpretar  mejor  los  valores  al  visualizarlos.  Los  genes  que  se encuentran  por 
encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras que los que se encuentran por debajo de 
0 están sobre-expresados en RB. El gen representado en violeta se encuentra sobre-expresado 
en el  ecotipo RB en el experimento de expresión y sobre-expresado en el  ecotipo SU en el  
experimento de variación de secuencia genómica.  
3.2.5. Diferenciación entre localidades
3.2.5.1. Diferenciación geográfica para todo el conjunto de datos
Se realizó este análisis para averiguar qué genes (transcriptómica) y sondas 
(genómica) presentan una variación geográfica significativa en expresión y secuencia 
respectivamente entre las 3 localidades analizadas, considerando cada ecotipo por 
separado (Tabla 10). Los datos de expresión y variación en secuencia coinciden en 
mostrar una mayor diferenciación entre las localidades más alejadas geográficamente 
(Burela y Silleiro). Estas diferencias son muy claras a nivel de expresión, pero a nivel 
de secuencia se reducen en promedio un 70% en términos relativos (%). Por ejemplo, 
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para los datos de expresión corregidos con SGoF, RB presenta un 25,8% de diferencias 
entre las localidades de Burela y Silleiro, mientras que esta cantidad se reduce a un 
5,7% para la variación en secuencia. Asimismo, aunque la localidad de Roncudo es 
prácticamente equidistante con las localidades de Burela al  norte y Silleiro al  sur, 
Roncudo presentó diferencias en expresión mucho mayores con Silleiro que con Burela 
(Tabla 10). Este resultado es consistente con la presencia de una barrera ecológica a 
nivel  del  Cabo Finisterre  que separa el  norte  (Roncudo,  Burela)  y  sur  (Silleiro)  de 
Galicia en dos regiones biogeográficas bien definidas (Piñeira et al., 2008).  
Tabla  10.  Resumen  del  número  de  genes  significativamente  distintos  (y  sus  porcentajes 
respecto al total) entre parejas de localidades para los dos niveles del factor ecotipo (RB y SU), 
usando el filtrado por señal y las correcciones multitest SGoF y BH.
SGoF BH 
Ecotipo Comparación Transcriptómica Genómica Transcriptómica Genómica
RB
Burela-Silleiro 4495 (25,8%) 6858 (5,7%) 1218 (7%) 1785 (1,5%)
Roncudo-Silleiro 2976 (17,1%) 5478 (4,6%) 788 (4,5%) 1503 (1,2%)
Burela-Roncudo 804 (4,6%) 5484 (4,6%) 213 (1,2%) 1256 (1,0%)
3 localidades 3624 (20,8%) 8800 (7,3%) 1264 (7,2%) 3136 (2,6%)
SU
Burela-Silleiro 8776 (50,3%) 10977 (9,2%) 7854 (45,1%) 4565 (3,8%)
Roncudo-Silleiro 4526 (26,0%) 9867 (8,2%) 1736 (9,9%) 3725 (3,1%)
Burela-Roncudo 2789 (16,0%) 8706 (7,3%)  748 (4,3%) 3202 (2,7%)
3 localidades 8219 (47,1%) 14443 (12,1%) 6532 (37,5%) 7290 (6,1%)
Los  datos  de  expresión  y  variación  en  secuencia  genómica  coincidieron  en 
mostrar una mayor diferenciación geográfica para el ecotipo SU que para el ecotipo 
RB en todas las comparaciones realizadas entre localidades. Remarcablemente, las 
diferencias mostradas entre localidades para SU fueron, en términos relativos (%), de 
aproximadamente el doble respecto a RB, y esta diferencia entre ecotipos se mantuvo 
prácticamente igual en magnitud para los datos de expresión y secuencia genómica 
(Tabla 10). Es posible que un menor tamaño eficaz en SU que en RB (Pérez-Figueroa et  
al., 2005) y/o un mayor grado de aislamiento geográfico de SU respecto a RB sean 
responsables al menos en parte de estas diferencias en el grado de diferenciación 
geográfica entre ecotipos. De hecho, el ecotipo SU tiene una distribución típicamente 
disjunta en las costas gallegas ya que su presencia se encuentra restringida a las 
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zonas expuestas del exterior de las rías, estando ausente de las zonas protegidas del 
interior  (Rolán-Alvarez  et  al.,  2007).  En  contraste,  la  distribución  de  RB  es  más 
continua,  lo  que podría  haber  facilitado un menor  aislamiento de sus  poblaciones 
generando  así  una  menor  diferenciación  geográfica.  Para  estas  comparaciones 
también se han calculado la proporción de falsos  positivos  tras  aplicar  corrección 
multitest.  En  ambos  experimentos  se  encontró  < 29% de  falsos  positivos  tras  la 
corrección  multitest SGoF  y < 4,8% de falsos positivos tras aplicar  BH (Apéndice 4, 
Tabla C).
3.2.5.2. Comparación entre la variación geográfica de genes/sondas 
candidatos y no candidatos 
Una observación consistente con la huella de la selección adaptativa sobre los 
genes/sondas  que mostraron  un cambio molecular  paralelo  (candidatos)  sería  que 
estos estuvieran más diferenciados geográficamente en expresión o secuencia que los 
genes/sondas  no  candidatos,  es  decir,  aquellos  genes/sondas  que  no  presentaron 
diferencias significativas entre ecotipos en ninguna localidad (Galindo et al., 2009). La 
racionalidad de esta argumentación se basa en que es más probable que la variación 
en  los  genes/sondas  no  candidatos  esté  afectada  sólo  por  la  deriva,  migración  y 
mutación que en los genes candidatos. La Tabla 11 presenta los resultados de esta 
comparación  para  los  genes/sondas  candidatos  y  no  candidatos  detectados  en  el 
presente estudio tras aplicar la corrección SGoF (véase sección 3.2.4.1). En todas las 
comparaciones  realizadas  (menos  en  dos  para  los  datos  de  expresión),  los 
genes/sondas candidatos presentaron un mayor grado de diferenciación geográfica en 
términos  relativos  (%)  que  los  no  candidatos,  según  lo  esperado  si  la  selección 
adaptativa tuviera un impacto diferencial sobre los candidatos. Esta tendencia es muy 
clara en el experimento de variación en secuencia genómica, mientras que es menos 
acusada en el experimento de expresión génica. Esto podría indicar diferencias en el 
modo en cómo actúa la selección a nivel de secuencia y expresión, un resultado por 
otra parte coherente con la aparente falta de dualidad de los cambios en expresión y 
secuencia que parece inferirse del bajo número de genes (13) doblemente candidatos 
en expresión y secuencia genómica (véase sección 3.2.4.2). 
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Tabla 11. Resumen del  número de genes/sondas  significativamente distintos (y sus porcentajes 
respecto al total) para los dos niveles del factor ecotipo (RB y SU) entre localidades usando el  
filtrado por señal.  Los candidatos son los genes (transcriptómica)  o sondas (genómica) que 
mostraron diferencias significativas entre ecotipos para las tres localidades simultáneamente 
usando  SGoF.  Los  no  candidatos  corresponden  a  los  genes  (transcriptómica)  o  sondas 
(genómica) que no mostraron diferencias significativas entre ecotipos en ninguna localidad.
Transcriptómica Genómica 
Ecotipo Comparación Candidatos No candidatos Candidatos No candidatos
RB
Burela-Silleiro 36 (24,7%) 4262 (31,4%) 71 (20%) 11276 (10,2%)
Roncudo-Silleiro 39 (26,7%) 3105 (22,9%) 64 (18,1%) 9979 (9%)
Burela-Roncudo 35 (24%) 1111 (8,2%) 73 (20,6%) 10075 (9,1%)
3 localidades 51 (34,9%) 3424 (25,2%) 84 (23,7%) 12732 (11,5%)
SU
Burela-Silleiro 63 (43,1%) 7171 (52,9%) 94 (26,6%) 14363 (13%)
Roncudo-Silleiro 67 (45,9%) 4044 (29,8%) 87 (24,6%) 13523 (12,2%)
Burela-Roncudo 36 (24,7%) 1992 (14,7%)  89 (25,1%) 12461 (11,3%)
3 localidades 85 (58,2%) 6516 (48%) 121 (34,2%) 17051 (15,4%)
3.2.5.3. Diferencias en expresión y secuencia específicas de localidad
La  Figura  28  muestra  el  número  de  genes  (transcriptómica)  y  sondas 
(genómica) que presentaron diferencias significativas (SGoF) entre ecotipos en sólo 
una de las tres localidades y que por tanto fueron exclusivas de localidad. El número 
de estas sondas/genes con cambios específicos de localidad y por tanto no paralelos 
varió notablemente entre localidades, no apreciándose ninguna covariación entre el 
número de cambios en expresión y secuencia observados en cada localidad. Estas 
diferencias entre localidades podrían ser fruto de un equilibrio entre mutación y deriva 
y por tanto estarían asociadas a la particular historia demográfica de cada localidad, 
aunque tampoco puede descartarse una cierta intervención de selección disruptiva 
específica de cada localidad. 
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Figura  28.  Diagrama  de  Venn mostrando  el  número  de  genes  (transcriptómica)  y  sondas 
(genómica) que presentaron diferencias entre ecotipos exclusivas de cada localidad para datos 
corregidos con SGoF y filtrados por señal.
3.2.6.  Grupos  funcionales  asociados  a  paralelismo  en  expresión  y 
secuencia
Con  el  fin  de anotar  aquellos  genes/sondas  candidatos  a  evolucionar 
paralelamente, se ha realizado un BLASTn (e-value < 1E-06) de la base de datos del 
experimento de  RNA-Seq  (sección 3.1.2) y la base de datos  LSD2  (Canbäck et al., 
2012) contra los genes/sondas candidatos (Tabla 8, corrección multitest  SGoF), que 
resultó  en  273  y  69  secuencias  anotadas  para  transcriptómica  y  genómica 
respectivamente (Apéndices 5 y 6). En las Tablas 12 y 13 aparecen las sondas que 
fueron  anotados  con  los  valores  de  FC más  extremos,  para  el  experimento  de 
transcriptómica (e-value  < 2E-07) y genómica (e-value  < 1E-14)  respectivamente. 
Muchos  de  los  genes/sondas  presentan  cambios  paralelos  direccionales  (genes 
subrayados en las Tablas 12 y 13), por lo que parece que están involucrados en la 
adaptación  paralela  de  L.  saxatilis.  Por  ejemplo,  referente  al  experimento  de 
transcriptómica (Tabla 12), varios genes con cambios paralelos direccionales codifican 
la  proteína  dermatopontina  2,  supuestamente  implicada  en  el  crecimiento  de  la 
concha y el  hemagglutinin/amebocyte aggregation factor, cuya propiedad es inducir 
agregación de amebocitos y aglutinación de eritrocitos. Además en muchos casos, la 
base  de  datos  de  RNA-Seq  ayudó  a  completar  la  anotación  de  estos  genes.  Por 
ejemplo, a varios genes que estaban sin caracterizar se les asignaron la codificación 
de proteínas con funciones implicadas en el transporte en el aparato de Golgi (protein 
CASP),  en la inhibición del factor de coagulación X (antistasin) y en la elongación de 
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los  filamentos  de  actina  (disheveled-associated  activator  of morphogenesis  2) 
(www.uniprot.org). 
También  se  anotaron  diversas  sondas  correspondientes  al  experimento  de 
variación  en  secuencia  genómica  (Tabla  13).  Al  igual  que  en  el  experimento  de 
transcriptómica,  muchas de ellas mostraron cambios paralelos direccionales,  como 
por ejemplo la sonda que codifica la proteína  serine/threonine-protein kinase PINK1 
mitochondrial, cuya función es la fosforilazión de proteínas para la protección contra la 
disfunción  mitocondrial  durante  el  estrés  celular 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BXM7). Otras sondas anotadas codifican proteínas 
involucradas en la regulación del metabolismo de la glucosa (pyruvate dehydrogenase 
[lipoamide] kinase, mitochondrial) y en la síntesis de novo del AMP (adenylosuccinate 
lyase), entre otras (www.uniprot.org). Además, se han anotado 2 de los 13 genes que 
son  candidatos  en  ambos  experimentos.  El  primero  de  ellos  corresponde  al  gen 
c5910,   que  codifica  la  proteína  tubulina-β  que  es  el  mayor  constituyente  de  los 
microtúbulos (http://www.uniprot.org/uniprot/P18700). Dicho gen muestra mayor señal 
de hibridación en el ecotipo RB en ambos experimentos (FC=-1,43 en transcriptómica; 
Apéndice 5) (FC = -2,37 en genómica; Tabla 13), por lo que la variación de secuencia 
podría resultar en cambios en la expresión génica. El segundo de ellos corresponde al 
gen c21032 (Apéndices 5 y 6), que se ve involucrado en el metabolismo energético, 
más concretamente en la liberación del glucagón (www.uniprot.org/uniprot/P28841). 
Dicho gen muestra sobre-expresión en el ecotipo SU y mayores señales de hibridación 
en  el  ecotipo  RB,  sugiriendo  que  un  cambio  nucleotídico  en  la  secuencia  puede 
acarrear una mayor o menor expresión génica de dicho gen.     
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Tabla 12. Lista de los diez primeros genes candidatos anotados con valores de FC ( fold change) más extremos en el experimento de transcriptómica 
que obtuvieron similitud (e-value < 2E-08) con la base de datos del RNA-Seq realizada en esta tesis y la base de datos LSD2 (Canbäck et al., 2012). En 
negrita aparecen aquellas sondas que sufren cambios direccionales en las tres localidades bajo estudio. 
ID sonda1 ID locus (L)2 o ID LSD2 isotig (i)3 Accession4 Anotación FC5
c4038P00004, c4038P00051 
c2540P00004, c2540P00105, c2540P00168, c2540P00418, c2540P00489 i_06368, i_06367 B5LYM3 Dermatopontin 2
-4,17
-3,57
c4038P00148 i_06368, i_06367, L_15508 B5LYM3 Q01528
Dermatopontin 2, 
Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor -4,17
c4038P00244, c4038P00280 i_06367 Q01528 Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor -4,12
c19256P00067 L_114534, L_232325 Q95218 Q8BZE1
Deleted in malignant brain tumors 1 protein, 
Putative DMBT1-like protein -3,51
c3616P00104, c3616P00109, c3616P00120, c3616P00222, c3616P00301 
c9660P00091, c9660P00161, c9660P00179, c9660P00207
i_01850,  i_01847,  i_01844,  i_01841,  i_01851,  i_01849,  i_01848, 
i_01846, i_01845, i_01843, i_01842, i_01840 D2VG42 Predicted protein
2,66
2,61
c22794P00077 L_19161, i_02279, i_02278 Q13948 G3US88
Protein CASP , 
Uncharacterized protein 2,62
c9660P00395
i_01851,  i_01850,  i_01849,  i_01845,  i_01844,  i_01843,  i_01853, 
i_01852,  i_01848,  i_01847,  i_01846,  i_01842,  i_01841,  i_01840, 
L_162313
D2VG42
P38977
Predicted protein, 
Antistasin 2,61
C6561P00148, c6561P00117, c6561P00118 I_05026, i_05025, i_05024 P08548Q76IK7
LINE-1 reverse transcriptase homolog 
Pol-like protein -2,47
c6561P00135 i_05026, i_05025, L_50903 Q76IK7 P08548
Pol-like protein,  
LINE-1 reverse transcriptase homolog -2,47
c921P00052, c921P00185, c921P00205, c921P00274, c921P00362 i_08477, i_08476 A7RTH9 Predicted protein 2,43
c7861P00004 L_23688 Q86T65 Disheveled-associated activator of morphogenesis 2 -2,43
c20264P00244, c20264P00269, c20264P00292, c20264P00006 i_10578, i_10579 H2L5T7 H2U386 Uncharacterized protein -2,39
c20264P00169 L_124700, i_10578, i_10579
Q8R189 
H2L5T7 
H2U386
Monocyte to macrophage differentiation factor 2, 
Uncharacterized protein -2,39
1 Identificador de la sonda. 2 Identificador de la secuencia en la base de datos RNA-Seq o 3de la base de datos LSD2. 4 El accession es el código de la proteína de la base 
de datos Uniprot (www.uniprot.org). 5 Cambio relativo en expresión (fold change). En los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con el 
signo opuesto, a los efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos. Los genes que se encuentran por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras que  
los que se encuentran por debajo de 0 están sobre-expresados en RB.
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Tabla 13. Lista de las veinte primeras sondas candidatas anotadas con valores de FC (fold change) más extremos en el experimento de variación de 
secuencia genómica que obtuvieron similitud (e-value < 1E-14) con la base de datos del  RNA-Seq realizada en esta tesis y la base de datos LSD2 
(Canbäck et al.,  2012).  En negrita aparecen aquellas sondas que sufren cambios direccionales en las tres localidades bajo estudio.  Las sondas  
subrayadas son aquellas que sondas candidatos en el experimento de transcriptómica y genómica.
ID sonda1 ID locus (L)2 o ID LSD2 isotig (i)3 Accession4 Anotación FC5
s26531P00143 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 2,49
c5910P00086 L_3994 P18700 Tubulin beta chain (Fragment) -2,37
c1044P00137, c1044P00449, c1044P00556
c9922P00001, c9922P00024
c8476P00041
c354P00215
c6661P00110
i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein
2,34
2,10
2,09
2,05
2,04
1,97
1,90
c11004P00004 L_21840 P91622 [Pyruvate dehydrogenase [lipoamide]] kinase, mitochondrial 1,90
c354P00360 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 1,87
c15200P00178 L_58087 O34313 Trifunctional nucleotide phosphoesterase protein YfkN 1,83
c354P00349 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 1,82
c25426P00067 i_04433, i_04432 C3ZWI9C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,82
c13309P00206 L_105029 P54822 Adenylosuccinate lyase -1,73
c9430P00105 i_04433, i_04432 C3ZWI9 C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,71
c9191P00132 L_21187, i_06294 Q9BXM7 B4JMZ3
Serine/threonine-protein kinase PINK1, mitochondrial, 
GH24718 1,67
c26438P00071 i_04433, i_04432 C3ZWI9 C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,63
c354P00448 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 1,63
1 El identificador de la sonda. 2 El identificador de la secuencia en la base de datos RNA-Seq o 3de la base de datos LSD2. 4 El accession es el código de la proteína de la 
base de datos Uniprot (www.uniprot.org). 5 Cambio relativo en expresión (fold change). En los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con 
el signo opuesto, a los efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos. Los genes que se encuentran por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras  
que los que se encuentran por debajo de 0 están sobre-expresados en RB.
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Solamente un 1,5% de los genes del microarray han mostrado similitud con la 
base  de  datos  de  SwissProt  (e-value <  10E-06),  encontrándose  a  su  vez  1.887 
secuencias  con  anotación  funcional  (1,4%).  Este  bajo  porcentaje  de  secuencias 
anotadas hace que los resultados mostrados aquí no sean representativos, ya que no 
se  sabe  qué  está  ocurriendo  en  el  98,6% de  los  genes  restantes  del  microarray. 
Durante  el  enriquecimiento  (determinar  qué  términos  GO  se  encuentran  sobre-
representados  y  sub-representados  en  los  distintos  grupos  de  genes/sondas 
significativos), se han encontrado únicamente términos GO significativos con un FDR< 
0,05 en el enriquecimiento realizado con los genes/sondas que mostraron diferencias 
entre ecotipos específicas de localidad. La Figura 29 muestra el número de términos 
GO enriquecidos con un FDR < 0,05 encontrados en cada localidad en el experimento 
de transcriptómica, para cada una de las categorías funcionales. Dicha figura muestra 
el  bajo  o  nulo  solapamiento  existente  entre  los  términos  GO  de  las  distintas 
localidades, sugiriendo independencia entre las tres localidades, debido quizás a la 
distinta expresión de los genes que tienen como objetivo que los caracoles se adapten 
a los distintos factores ambientales de cada localidad. El  Apéndice 7 consiste en las 
distribuciones de los término GO en función del número de secuencias significativas 
asociadas a ellos, tanto del grupo referencia (todos genes anotados) como del grupo a 
testar  (en  este  caso,  los  genes  significativos  específicos  de  localidad).  En  estas 
distribuciones no se observa ningún patrón común entre las distintas localidades, no 
habiendo muchas  similitudes entre los distintos términos  GO  de Burela, Roncudo y 
Silleiro. Una observación de interés es que en la localidad de Burela (en la categoría 
función  molecular)  hay  un  mayor  número  de  términos  GO  relacionados  con  el 
metabolismo energético que en el resto de las localidades.
Referente al experimento de variación en secuencia genómica, solamente se 
han encontrado términos  GO  significativos  con un  FDR  < 0,05 cuando el  grupo a 
testar  ha  sido  las  sondas  con  diferencias  significativas  entre  ecotipos  que  son 
específicas  de  Burela  (Apéndice  8).  Muchas  de  las  sondas  outliers  específicas  de 
Burela están relacionadas con la función energética del ADN mitocondrial, resultado 
parcialmente  coincidente  con  el  experimento  de  transcriptómica  (Apéndice  7). 
Resumiendo,  los  resultados  del  enriquecimiento  para  ambos  experimentos 
(transcriptómica y genómica) para genes con diferencias específicas de localidad no 
muestran ninguna observación en contra de la predicción de evolución paralela; pero 
habrá que seguir  investigando para obtener  un mayor  número de secuencias  con 
anotación funcional y conseguir así que los datos sean más representativos.  
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Figura 29. Diagrama de  Venn mostrando el solapamiento entre los términos  GO sobre y sub-
representados (FDR< 0,05) específicos de localidad para cada una de la categorías funcionales 
en el experimento de transcriptómica.
3.2.7. Análisis comparativo entre los experimentos de  microarrays y 
RNA-Seq
Un  BLAST (Altschul  et  al.,  1990)  enfrentando  las  137.604  sondas  que 
conforman  los  microarrays  con los  380.735  isotigs consenso  obtenidos  de  la 
secuenciación del transcriptoma (sección 3.1.1) indicó que sólo un 23% de las sondas 
del  microarray coinciden con alguno de los  isotigs (e-valor ≤ 1E-06), mostrando así 
que ambas tecnologías cubren extensiones muy distintas de la región codificadora del 
genoma de L. saxatilis.
Los resultados de este estudio también han puesto de manifiesto la existencia 
de diferencias de sensibilidad entre RNA-seq y los microarrays a la hora de detectar 
diferencias de expresión entre ecotipos. La Figura 30 indica el grado de solapamiento 
entre  los  experimentos  realizados  con  RNA-seq y  microarrays  en  la  localidad  de 
Roncudo, la única analizada simultáneamente mediante ambos tipos de tecnologías. 
Los  78  genes  detectados  simultáneamente  por  ambas  tecnologías  como 
diferencialmente  expresados  entre  ecotipos  se  caracterizaron  por  1)  presentar  los 
FPMK y señales más bajas de entre los genes detectados como significativos mediante 
RNA-Seq (t = 128,9888,  p-valor < 2,2E-16 para RB y t = 130,3294, p-valor < 2,2E-16 
para SU, test t), y 2) presentar las señales de hibridación más altas de entre todos los 
genes detectados como significativos mediante  microarrays  (t = 85,3503,  p-valor < 
2,2E-16 para RB y t = 93,2636, p-valor < 2,2E-16 para SU, test t). De este modo, los 
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genes  detectados  por  ambas  tecnologías  se  encuentran  en  el  rango  superior  de 
detección de los  microarrays y en el inferior de  RNA-Seq. Estos resultados sugieren 
que  la  expresión  diferencial  de  los  genes  con  alta  expresión  es  detectada  más 
frecuentemente por  la secuenciación,  mientras  que la expresión diferencial  de  los 
genes con bajo nivel de expresión es detectada mejor por los microarrays (Bloom et 
al., 2009). Este resultado se encuentra en consonancia con estudios previos indicando 
que  ambas  tecnologías  se  complementan  a  la  hora  de  abarcar  diferencias  de 
expresión que cubren un amplio rango de valores (Kogenaru et al., 2012; Malone & 
Oliver, 2011).
Figura 30.  Diagrama de  Venn con los genes diferencialmente expresados entre ecotipos en 
Roncudo mediante RNA-Seq y microarrays tras  el filtrado por señal y corrección BH.
A sabiendas de que la sensibilidad de ambas técnicas no es la misma y de que 
muchos  isotigs no  están  representados  en  el  microarray,  se  han  encontrado 
secuencias estadísticamente significativas que han mostrado las mismas anotaciones 
en los distintos  experimentos  (Tabla  14).  Por  ejemplo,  en ambos experimentos  de 
expresión  (RNA-Seq  y  microarray de transcriptómica) se encontraron las siguientes 
anotaciones:  deleted in malignant brain tumors 1 protein (implicado en mecanismos 
de defensa, regulación de la sensación del sabor, diferenciación y en la regeneración 
del hígado, entre otra funciones; http://www.uniprot.org/uniprot/Q95218); hemicentin-
1 (relacionada con la visión); retrovirus-related Pol polyprotein LINE-1; LINE-1 reverse  
transcriptase homolog  (con actividad polimerasa) y  mammalian ependymin-related 
protein 1 (involucrado en la adhesión celular; http://www.uniprot.org/uniprot/Q5XII0).
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Tabla  14.  Lista  de  anotaciones  coincidentes  en  experimentos  diferentes  (RNA-Seq,  T- 
transcriptómica y G- variación en secuencia genómica). 
Anotación FC* RNA-Seq FC* arrays (T/G)
Deleted in malignant brain tumors 1 protein - (no SU)11,34 -3,51 (T)
Hemicentin-1 
10,10
7,23
- (no SU)
-5,26
-1,59 (T)
Retrovirus-related Pol polyprotein LINE-1 -5 -1,13 (T)
LINE-1 reverse transcriptase homolog -5 -2,47 (T)
Mammalian ependymin-related protein 1 19,97 2,06 (T)
Histone acetyltransferase p300 - (no SU) 1,39 (G)
Serine/threonine-protein kinase cds1 
Serine/threonine-protein kinase PINK1, mitochondrial
-6,67 1,67 (G)
*Cambio relativo en expresión (fold change). En los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta 
el valor inverso con el signo opuesto, a los efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos. Los  
genes  que  se  encuentran  por  encima  de  0  están  sobre-expresados  en  SU,  mientras  que  los  que  se 
encuentran por debajo de 0 están sobre-expresados en RB.
Además, tanto en el experimento de variación en secuencia genómica como en 
el de  RNA-Seq se detecta como diferencial la  histone acetylytansferase p300  (cuya 
función es la regulación de la transcripción; http://www.uniprot.org/uniprot/B2RWS6) y 
dos  tipos  de  serine/threonine  kinase.  Como se  puede apreciar  en la  Tabla  14,  en 
algunos casos los valores de FC van en la misma dirección para una misma anotación 
en los distintos experimentos, mientras que en otros casos existen discrepancias entre 
los distintos experimentos (véase discusión). Las discrepancias se observan cuando 
(1) ha habido más de un isotig para una misma anotación en el experimento de RNA-
Seq y (2) al comparar el experimento de RNA-Seq con el experimento de variación en 
secuencia genómica. Este último hecho puede ser debido a que los  mismatches  en 
secuencia  o  la  variación  en  el  número  de  copias  detectados  por  el  microarray 
conlleven a una mayor expresión génica.      
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3.3.  Desarrollo  de  un  método  de  detección  de  selección 
divergente en genomas de especies no modelo
3.3.1. Estadísticos para detección de selección
Se han definido dos nuevos estadísticos además del estadístico  Svd original 
(Hussin et al., 2010). La ventaja de los nuevos estadísticos (SvdNa y SvdMed) es que 
no necesitamos conocer cuál es el  SNP derivado y cuál es el ancestral,  lo cual es 
interesante  para  trabajar  con  especies  no  modelo.  Para  cada  uno  de  los  tres 
estadísticos, se ha estudiado el valor máximo entre todos los SNPs (Svdmax, SvdNamax, 
SvdMedmax), el Svd que promedia todos los positivos (Svdave, SvdNaave,  SvdMedave) y la 
versión que combina la información de ambos (Cvd, CvdNa, CvdMed). Tanto la versión 
que calcula el valor máximo (max) como la que promedia todos los valores positivos 
(ave)  funcionan de manera similar,  pero en todos los casos la versión combinada 
(Cvd) funciona igual o mejor, por tanto los resultados se mostrarán para ésta última.
Se presentan primero los resultados para tamaño de ventana fr = 0,5, es decir, 
el tamaño de ventana que es común al 50% de las réplicas en cada caso (tamaños de 
ventana más grandes) y posteriormente fr = 0,9 (tamaños de ventana menores). Los 
patrones de ambos tamaños de ventana fueron en general similares.
3.3.1.1. Tamaño de ventana para fr = 0,5
Con los datos de las dos poblaciones por separado para  fr = 0,5 (tamaño de 
ventana mayor), el estadístico más eficiente es el  Cvd con una potencia mínima del 
25% y máxima del 87%, según los casos (Tabla 15). Pero cuando el escenario cambia 
y se trabaja solamente con una metapoblación, el estadístico CvdMed es el que mejor 
detecta selección (18-97%) (Tabla 16), dando porcentajes de detección ligeramente 
mayores  cuando  se  consideran  solamente  los  SNPs compartidos  entre  las  dos 
poblaciones  (23-95%)  (Tabla  17).  Si  bien  en  el  caso  15  (donde  la  tasa  de 
recombinación es 0,015) hay mayor porcentaje para la metapoblación que considera 
todos los  SNPs.  Estudiando la tasa de recombinación, los porcentajes más altos de 
detección se observan en los casos 15, siguiéndole los casos 9 (r = 0,015, igual que el 
caso 15 pero con la mitad de generaciones) y los casos 3 (r = 0,003) (Tablas 21 y 22). 
Si nos centramos en el estudio de las dos poblaciones por separado (Tabla 15), 
esta tendencia varía, detectándose mayores o iguales porcentajes en el caso 3 que en 
el  9.  Pero  también  podemos  observar  algunos  porcentajes  altos  de  detección 
(superiores al 60%) en los casos 2, 8 y 14, donde la tasa de recombinación es 0,001. 
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Aquellos casos donde la tasa de recombinación es nula (casos 1, 7 y 13) no alcanzan 
el 50% de detección.
Tabla  15.  Datos  obtenidos  considerando  las  dos  poblaciones  por  separado  para  la  versión 
combinada de cada uno de los tres estadísticos (ver texto). El valor que se presenta en cada 
caso  es  el  porcentaje  de  réplicas  donde  se  detecta  selección.  El  tamaño  de  ventana  se 
corresponde a la fracción 0,5 de las réplicas.
Población 1   Población 2
Casos
selectivos
Tamaño  de 
ventana Cvd% CvdNa% CvdMed% Cvd% CvdNa% CvdMed%
1 84 36,6 26,4 31,9 33,6 27,6 26,7
2 81 75,4 43,0 73,9 79,8 66,6 70,2
3 79 72,5 72,9 68,9 78,2 71,7 76,8
7 310 24,9 25,8 20,1 25,2 20,6 21,3
8 312 63,6 47,0 57,6 58,6 56,8 54,1
9 319 59,0 57,7 61,3 74,8 71,7 73,2
13 418 45,6 39,6 42,7 39,0 42,7 34,1
14 406 86,9 79,6 82,8 78,7 71,0 76,3
15 390 81,4 82,2 82,4 80,1 78,6 78,1
Si nos fijamos en la tasa de mutación se observa que cuanto mayor sea ésta, 
mayor es el porcentaje de detección de selección, ya que los casos 7, 8, 9, 13, 14 y 15 
(con tasa de mutación 0,015) poseen mayores porcentajes que los casos con la tasa 
de  mutación  0,003  (1,  2  y  3).  Se  observan  excepciones  cuando  se  estudian  dos 
poblaciones: los casos 1,  2 y 3 poseen mayores porcentajes de detección que los 
casos 7, 8 y 9 (Tabla 15). Si comparamos los casos 2, 8 y 14 (todos con r = 0,001), se 
observa que el que detecta menos selección es el Cvd del caso 8 (Tabla 15). Como en 
los tres casos está fijada la tasa de recombinación, estas diferencias son debidas al 
número de generaciones y a la tasa de mutación. El  Cvd del caso 14 detecta mayor 
porcentaje de selección que el  Cvd del caso 2 y del 8 porque posee mayor tasa de 
mutación y mayor número de generaciones, respectivamente. Lo peculiar es que el 
Cvd del caso 2 detecta mayor porcentaje de selección que el caso 8 debido al número 
de generaciones.  En los  casos con 10.000 generaciones (1,  2,  3,  13, 14 y 15) se 
detecta mejor la selección que en los casos con 5.000 (7, 8 y 9) (Tabla 15). 
El caso 15 para los tres estadísticos en los tres escenarios es en el que mejor 
se detecta selección (véase Tabla 16, donde el  CvdMed detecta selección en el 97% 
de  las  réplicas).  Por  lo  tanto,  en  líneas  generales,  para  los  tamaños  de  ventana 
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utilizados,  en  los  casos  con  altas  tasas  de  mutación  y  de  recombinación  (y  alto 
número  de  generaciones  cuando  estudiemos  dos  poblaciones),  obtendremos  los 
mayores porcentajes de detección de selección.
En resumen para el estudio de las dos poblaciones por separado, se observa 
cómo los estadísticos  Cvd y  CvdMed se comportan de manera parecida, detectando 
ligeramente  mayor  selección  el  Cvd (Tabla  15).  El  aumento  de  la  tasa  de 
recombinación, de mutación y del número de generaciones aumenta la potencia de 
los estadísticos, pareciendo más importante el efecto de la tasa de la mutación y del 
número de generaciones que el efecto de la tasa de recombinación (Figura 28). El 
estadístico  CvdNa no se tuvo en cuenta debido a que funciona, en general, igual o 
peor  que  el  CvdMed y  por  tanto  nos  centraremos  en  éste  último  por  ser  más 
informativo.
Para el estudio de una metapoblación considerando todos los SNPs (Tabla 16), 
la recombinación sí que tiene un impacto mayor sobre la detección de selección. Al 
aumentar  la  tasa  de  recombinación  se  produce  un  aumento  espectacular  de  la 
detección de selección (sobre todo para el estadístico  Cvd, compárese por ejemplo, 
los casos 13, 14 y 15). Pero también hay que tener en cuenta que, en Cvd, al disminuir 
la tasa de mutación y el número de generaciones hay una caída grande del porcentaje 
de detección de selección, mientras que en  CvdMed esta caída no es tan acusada. 
Para todos los casos funciona mejor el CvdMed. 
Tabla 16. Datos obtenidos de la metapoblación para la versión combinada de cada uno de los 
tres estadísticos, considerandos todos los  SNPs. El valor que se presenta en cada caso es el 
porcentaje de réplicas donde se detecta selección. El tamaño de ventana se corresponde a la 
fracción 0,5 de las réplicas. 
Casos selectivos Tamaño de ventana Cvd% CvdNa% CvdMed%
1 98 6,0 16,7 17,9
2 96 38,5 46,9 54,1
3 93 53,0 60,2 71,3
7 370 5,3 15,4 18,2
8 374 22,3 45,2 51,3
9 366 73,7 76,9 79,8
13 482 2,4 18,3 26,1
14 479 46,9 66,9 75,7
15 445 93,1 94,0 97,0
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Y por último, en el estudio de una metapoblación considerando solamente los 
SNPs compartidos (Tabla  17),  para  el  estadístico  CvdMed el  efecto  de  la  tasa  de 
recombinación disminuye; es decir, no hay tanta diferencia entre los distintos casos.
Tabla 17. Datos obtenidos de la metapoblación para la versión combinada de cada uno de los 
tres  estadísticos  (ver  texto),  considerandos  solamente  los  SNPs  compartidos  en  la 
metapoblación. El valor que se presenta en cada caso es el porcentaje de réplicas donde se 
detecta selección. El tamaño de ventana se corresponde a la fracción 0,5 de las réplicas.
Casos selectivos Tamaño de ventana Cvd% CvdNa% CvdMed%
1 79 16,6 31,9 30,5
2 78 52,9 57,6 66,0
3 75 65,0 67,5 71,8
7 298 8,0 28,1 23,2
8 300 54,8 64,1 70,5
9 318 81,3 77,1 81,3
13 404 16,2 41,0 43,4
14 392 76,5 87,2 89,3
15 378 90,0 90,9 95,0
En definitiva, parece que el alto porcentaje de detección de selección depende 
en gran medida del aumento del producto de la tasa de mutación y el número de 
generaciones.  En  la  Figura  31  se  puede  observar  cómo  el  efecto  de  la  tasa  de 
recombinación  no  es  tan  importante,  ya  que  aumentando  15  veces  la  tasa  de 
recombinación no aumenta mucho la potencia del estadístico. El círculo rojo indica la 
poca distancia que existe entre la línea amarilla y la línea verde, deduciéndose así la 
escasa influencia de la tasa de recombinación sobre la detección de selección para el 
estadístico  SvdMed  cuando  utilizamos  la  metapoblación,  al  menos  en  el  rango 
utilizado (la línea lila es menos informativa, por ser una caso extremo).
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Figura 31. Resultados para el estadístico CvdMed en la metapoblación considerando solamente 
los SNPs comunes. En el eje de abcisas se representa el producto de la tasa de mutación por el 
número de generaciones y en el eje de ordenadas el porcentaje de detección de selección. El 
círculo rojo indica la poca distancia que existe entre la línea amarilla y la línea verde.
 
3.3.1.2. Tamaño de ventana para fr = 0,9
La pauta que se sigue en fr = 0,9 (tamaño de ventana menor) (Tablas 18, 19 y 
20) es similar a la de la fracción 0,5, exceptuando algunos casos. Para  fr = 0,9, los 
porcentajes más altos de detección se siguen observando en los casos cuya tasa de 
recombinación  es  alta,  pero  los  casos  sin  recombinación  llegan  hasta  el  50% de 
detección de selección (porcentajes ligeramente más altos que en fr = 0,5). También 
se aprecia que cuanta mayor tasa de mutación, mayor es la detección de selección, 
observándose alguna excepción para el escenario de dos poblaciones. El número de 
generaciones  sigue  mejorando  los  porcentajes  de  detección  de  selección  en  el 
escenario  de dos poblaciones,  aunque esta tendencia  se observa más claramente 
para fr = 0,5 que para fr = 0,9 (Tabla 18).
El  caso  15  (tasa  de  recombinación  alta)  para  los  tres  estadísticos  y  tres 
escenarios sigue siendo en el que mejor se detecta selección (véase Tabla 19, donde 
en el caso 15 CvdMed detecta selección en un 95,5% de las réplicas estudiadas). Al 
igual  que  con  el  tamaño  de  ventana  anterior,  la  detección  de  selección  se  ve 
favorecida  según  aumenta  el  producto  de  la  tasa  de  mutación  y  el  número  de 
generaciones. 
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Tabla 18. Datos obtenidos de dos poblaciones para la versión combinada de cada uno de los 
tres estadísticos. El valor que se presenta en cada caso es el porcentaje de réplicas donde se 
detecta selección. El tamaño de ventana se corresponde a la fracción 0,9 de las réplicas, es  
decir el tamaño de ventana máximo que es común al 90% de las réplicas en cada caso.
Población 1 Población 2
Casos
selectivos
Tamaño de 
ventana Cvd% CvdNa% CvdMed% Cvd% CvdNa% CvdMed%
1 51 42,6 28,3 35,3 39,9 28,0 35,5
2 59 70,2 59,9 61,2 70,1 56,3 60,8
3 61 70,9 69,2 66,6 72,4 68,0 69,1
7 225 42,2 34,7 36,7 29,8 27,1 25,2
8 241 61,0 49,3 55,5 60,8 55,8 55,3
9 278 67,0 67,6 67,1 74,2 71,6 72,4
13 260 52,0 48,9 45,7 45,1 41,5 40,4
14 303 79,4 69,9 77,9 76,7 68,9 66,9
15 344 83,3 83,0 84,3 81,9 82,2 80,6
Tabla 19. Datos obtenidos de la metapoblación para la versión combinada de cada uno de los 
tres estadísticos (ver texto), considerandos todos los SNPs. El valor que se presenta en cada 
caso  es  el  porcentaje  de  réplicas  donde  se  detecta  selección.  El  tamaño  de  ventana  se 
corresponde a la fracción 0,9 de las réplicas.
Casos selectivos Tamaño de ventana Cvd% CvdNa% CvdMed%
1 67 5,0 15,2 18,4
2 74 19,7 35,1 46,0
3 75 43,7 54,9 67,1
7 299 6,7 18,4 16,7
8 315 20,9 39,4 43,7
9 332 75,0 73,5 80,9
13 321 8,6 20,1 29,9
14 376 29,7 51,1 61,3
15 402 92,6 93,0 95,5
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Tabla 20. Datos obtenidos de la metapoblación para la versión combinada de cada uno de los 
tres estadísticos (ver texto), considerandos solamente los  SNPs  compartidos. El valor que se 
presenta en cada caso es el porcentaje de réplicas donde se detecta selección. El tamaño de 
ventana se corresponde a la fracción 0,9 de las réplicas.
Casos selectivos Tamaño de ventana Cvd% CvdNa% CvdMed%
1 53 24,2 36,5 38,5
2 58 45,4 47,4 59,8
3 58 55,3 52,5 65,0
7 205 31,4 49,2 47,6
8 218 56,1 71,9 72,9
9 255 83,9 83,7 86,1
13 264 31,1 52,8 55,1
14 298 63,5 84,6 86,5
15 319 93,4 94,8 95,0
3.3.2. Localización de la posición del SNP selectivo
El análisis que se lleva a cabo para detectar la posición selectiva verdadera se 
realiza  solamente  con  los  estadísticos  Svdmax y  SvdMedmax,  ya  que  son  los  que  a 
posteriori han mostrado mejor capacidad de detección del efecto selectivo, y con los 
tres escenarios explicados anteriormente (Figuras 15 y 18). Nótese que aquí no se usa 
la versión combinada del estadístico porque la detección de la posición va asociada a 
cada estadístico por separado y no se gana nada combinando posiciones. El tamaño 
de ventana utilizado es el correspondiente a la mitad de las réplicas (fr = 0,5), ya que 
se  observa  una  ligera  mejoría  a  la  hora  de  detectar  selección  con  respecto  a  la 
fracción  de  réplicas  0,9.  Y  los  casos  implicados  serán  el  13,  14  y  15,  con  sus 
correspondientes casos neutros, que corresponden a  t = 104 y  µ = 0,015 para los 
distintos  valores  de  recombinación.  Dentro  de  cada  caso  se  irán  variando  las 
posiciones selectivas verdaderas. 
3.3.2.1.  Posición  media  y  distribución  de  las  varianzas  de  la 
localización en los casos neutros
Ya  se  ha  visto  que  la  media  y  la  varianza  de  la  posición  esperada 
correspondiente al valor máximo de cada estadístico en los caso neutros es 0,5 y 0,08 
respectivamente (véase Material y Métodos). Como se aprecia en las Tablas 21 y 22, el 
valor absoluto de la diferencia entre la posición selectiva verdadera (Ps) cuando ésta 
es 0 y la observada en los casos neutros (Dneu) es aproximadamente 0,5. También se 
aprecia que el valor absoluto de la diferencia entre la posición selectiva verdadera (Ps) 
cuando ésta es la posición 500.000 (0,5 en términos relativos) y la observada en los 
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casos  neutros  (Dneu)  es  aproximadamente  0,  lo  que  confirma  que  en  los  casos 
neutros  siempre  tendemos  a  localizar  la  posición  0,5  (±  0,013).  En  cuanto  a  la 
varianza, se obtienen valores que se ajustan bien a 0,08 en la mayoría de los casos 
(última columna de las Tablas 23 y 24).
3.3.2.2. Posición media en los casos selectivos
Se  calculan  dos  índices  (TLA y  TLR)  para  averiguar  si  realmente  los  dos 
estadísticos (Svdmax y  SvdMedmax) localizan correctamente posiciones selectivas. Para 
ello se hallan las diferencias existentes entre la posición verdadera y la observada 
para SvdMedmax, tanto en los casos neutros como en los casos selectivos. Igualmente 
para el estadístico Svdmax. En esta sección se muestran solamente los resultados que 
se obtienen con el estadístico SvdMedmax, ya que ambos estadísticos se comportaron 
de manera similar. 
Cuando analizamos el escenario demográfico de dos poblaciones (Tabla 21), se 
observa que en los casos donde el SNP selectivo está en el centro del genoma (Ps = 
500.000), la detección de la posición selectiva verdadera es óptima, con un valor de 
TLA > 0,91. Esto es debido a que las distancias entre la posición selectiva verdadera y 
la posición observada en los casos selectivos (Dsel) son bajas, lo que significa que el 
estadístico  obtiene valores  altos  alrededor  de  la  posición selectiva definida  por  el 
usuario.  Pero  este  hecho también ocurre  para las  distancias  en los  casos neutros 
(Dneu <  0,03),  y  no  debería  de  suceder  porque  se  sabe  que  no  hay  selección 
(imposible, pues, detectar posición selectiva). El índice TLR corrige para este efecto; 
por  ello,  a  partir  de  ahora,  nos  centraremos  en  el  TLR,  ya  que  nos  aporta  más 
información que el índice TLA.
En los casos 13 y 14, cuando la posición selectiva verdadera es 0 o 10.000 
pares de bases, la detección de dicha posición es baja, ya que Dsel tiene valores altos 
y en consecuencia,  TLR es bajo. La mejor localización se observa en el caso 15 que 
tiene como posición selectiva verdadera el  SNP 250.000 (TLR  = 0,722). Parece que 
existe un efecto de la recombinación sobre la localización del SNP selectivo, ya que a 
mayor tasa de recombinación (las tasas de recombinación son 0; 0,001 y 0,015 para 
los casos 13, 14 y 15 respectivamente), mayor valor de TLR (exceptuando el TRL de 
los casos donde el SNP selectivo está colocado en el centro del genoma).
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Tabla 21. Datos obtenidos para los casos selectivos 13, 14 y 15 y sus correspondientes casos 
neutros en dos poblaciones separadas. Para cada caso se calcula el  SvdMedmax  considerando 
distintas posiciones selectivas verdaderas (Ps): 0, 10.000, 100.000, 250.000 y 500.000 pares de 
bases. El tamaño de ventana se corresponde a la fracción 0,5 de las réplicas. Dsel: media de las 
distancias en valor absoluto de la población 1 y 2 a la posición selectiva verdadera para los  
casos con selección. Dneu: media de las distancias en valor absoluto de la población 1 y 2 a la 
posición selectiva verdadera para los casos sin selección.  TLA: Tasa de Localización Absoluta. 
TLR: Tasa de Localización Relativa. 
Casos Ps Dsel Dneu TLA TLR
13
0
0,448 0,471 0,103 0,005
14 0,400 0,469 0,199 0,031
15 0,294 0,494 0,413 0,169
13
10.000
0,467 0,460 0,065 0,001
14 0,413 0,462 0,173 0,019
15 0,283 0,486 0,434 0,183
13
100.000
0,354 0,374 0,292 0,017
14 0,301 0,370 0,399 0,081
15 0,164 0,392 0,672 0,398
13
250.000
0,219 0,221 0,562 0,005
14 0,164 0,220 0,672 0,193
15 0,051 0,246 0,897 0,722
13
500.000
0,042 0,028 0,917 0,000
14 0,009 0,030 0,982 0,000
15 0,012 0,006 0,976 0,000
Cuando se cambia de escenario demográfico y se estudia una metapoblación 
considerando todos los SNPs (Tabla 22 y Figura 32), el resultado es similar al escenario 
de las dos poblaciones separadas. Al igual que antes, al colocar el SNP selectivo en la 
posición 0 o 10.000 pares de bases, la localización no es muy buena (TLR < 0.13). El 
caso 15 posicionando el 250.000 como sitio selectivo es el que mejores resultados 
obtiene,  con  TLR  =  0,44.  La  tendencia  a  seguir  por  ambos  índices  es  la  de  ir 
aumentando a medida que aumenta la tasa de recombinación (exceptuando el índice 
TLR en los casos cuya posición selectiva verdadera es 500.000). Aunque en el caso de 
SNPs compartidos este patrón (aumento con la recombinación) ya no se muestra tan 
claro. Nótese en la Figura 32 que cuando la posición selectiva real es la del medio del 
genoma, Dsel y Dneu prácticamente coinciden y son muy bajos lo cual no debería de 
ser así para Dneu ya que no hay selección. 
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Tabla 22. Datos obtenidos para los casos selectivos 13, 14 y 15 y sus correspondientes casos 
neutros  en  una  metapoblación  considerando  todos  los SNPs.  Para  cada  caso  se  calcula  el 
SvdMedmax considerando distintas  posiciones selectivas  verdaderas (Ps):  0,  10.000,  100.000, 
250.000 y 500.000 pares de bases. El tamaño de ventana se corresponde a la fracción 0,5 de 
las  réplicas.  Dsel:  diferencia  en  valor  absoluto  entre  la  posición  selectiva  verdadera  y  el 
promedio observado en las réplicas en los casos selectivos. Dneu: diferencia en valor absoluto 
entre la  posición selectiva verdadera y el  promedio observado en las réplicas en los casos 
neutros. TLA: Tasa de Localización Absoluta. TLR: Tasa de Localización Relativa. 
Casos Ps Dsel Dneu TLA TLR
13
0
0,512 0,541 0,025 0,001
14 0,365 0,482 0,271 0,068
15 0,324 0,513 0,353 0,127
13
10.000
0,481 0,533 0,037 0,003
14 0,376 0,464 0,249 0,050
15 0,371 0,503 0,257 0,066
13
100.000
0,421 0,443 0,159 0,007
14 0,302 0,376 0,396 0,083
15 0,183 0,418 0,635 0,342
13
250.000
0,267 0,293 0,467 0,036
14 0,133 0,218 0,734 0,328
15 0,108 0,263 0,784 0,439
13
500.000
0,025 0,031 0,950 0,000
14 0,005 0,025 0,990 0,000
15 0,049 0,013 0,901 0,000
Figura 32. Resultados para el estadístico SvdMedmax en la metapoblación considerando todos los 
SNPs. En el eje de abcisas se representa la posición selectiva real y en el eje de ordenadas la  
distancia  que existe  entre  las  posiciones  verdaderas  y  observadas  (cuanto  menor sea éste 
valor, mejor detecta el estadístico la posición selectiva real). La línea azul representa el caso 15 
(selectivo) y la línea roja el caso 18 (neutro). Nótese que cuando la posición selectiva real es la  
del medio del genoma, Dsel y Dneu son muy bajos y no debería de ser así para Dneu ya que no 
hay selección. 
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Resumiendo para los tres escenarios demográficos, se puede concluir que en 
los  casos  donde  la  posición  selectiva  verdadera  es  la  central  (Ps  = 500.000),  la 
localización  de  dicha  posición  es  buena  (TLA  tiene  valores  altos  en  general).  El 
problema es que esto ocurre tanto con selección como sin ella, indicando que estos 
altos valores del índice TLA no se deben al efecto de la selección. Este efecto de la 
posición selectiva verdadera 0,5 (posición relativa) se corrige con el índice TLR, que se 
fuerza a que sea nulo para dicha posición en todos los casos estudiados. Los mayores 
valores del índice TLR se encuentran en el escenario de dos poblaciones (compárense 
Tablas 21 y 22).
Como conclusión a esta sección, decir que hay un claro efecto de la posición a 
la hora de localizar el SNP selectivo, esto es, no es lo mismo que el SNP esté ubicado 
en 0,01 (posición 10.000) que en 0,25 (posición 250.000). Asimismo, la localización es 
mejor según aumenta la tasa de recombinación (no se ha comparado el efecto de 
mutación ni de tiempo), aunque una excepción a este último patrón es el caso del 
escenario de una metapoblación considerando solamente los SNPs comunes (datos no 
mostrados).
Respecto al error estándar asociado a la posición media, como el número de 
réplicas es menor en los casos selectivos (porque no en todas las réplicas se detecta 
selección), los errores son mayores. Para  SvdMedmax, el error en los casos selectivos 
está en torno a 0,02 y en los neutros 0,01, siendo para Svdmax el error algo mayor en 
los casos selectivos (0,026).
3.3.2.3. Distribución de varianzas en los casos selectivos
Se desea comprobar si la magnitud de la varianza de las posiciones candidatas 
se  ve  afectada en los  casos selectivos  respecto a  los  casos neutros.  Para  ello  se 
calcula la varianza entre réplicas de las posiciones asociadas al  valor máximo del 
estadístico (Tablas 23 y 24). Nótese que en los casos neutros la varianza se ajustaba 
bastante  bien  a  la  esperada  para  una  distribución  uniforme  (0,08).  Esto  sería 
interesante porque una diferencia sistemática en la magnitud de las varianzas entre 
casos selectivos y neutros sugeriría la posibilidad de usar contrastes de comparación 
de varianzas para diferenciar entre ambas situaciones. A la vista de las Tablas 23 y 24, 
se puede deducir la pauta que siguen las varianzas en cada uno de los casos. 
Para el  escenario  demográfico  de  las  dos poblaciones (Tabla  23),  se  puede 
observar cómo los valores de la varianza son más bajos para el caso 15 (r = 0,015), 
especialmente en las posiciones ubicadas entre los nucleótidos 10.000 y 250.000.
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Para el escenario de la metapoblación considerando todos los SNPs, la varianza 
se comporta  de  manera  similar  al  escenario  anterior  (Tabla  24),  observando  una 
disminución de los valores de las varianzas en el caso 15 (Figura 33). Para el  Svdmax 
(datos no mostrados) en el caso 13 con  SNP selectivo en las posiciones 250.000 y 
500.000, no se puede calcular la distribución de las varianzas debido a que solamente 
hay  una réplica significativa  (en  este  caso  ocurre  que hay  muy baja  potencia  de 
detección de selección usando solamente la variante max del estadístico, en vez del 
combinado). 
Tabla 23.  Datos de las varianzas entre réplicas para la localización del  SNP selectivo en el 
escenario de dos poblaciones para SvdMedmax. Se calcula la varianza para los casos 13, 14 y 15 
(que corresponden a t = 10.000, s = ±0,15 y µ = 0,015, con tasas de recombinación r 0, 0,001 
y 0,015 respectivamente) y sus correspondientes casos neutros (última columna). Para cada 
caso se consideran distintas posiciones selectivas verdaderas (Ps): 0, 10.000, 100.000, 250.000 
y 500.000. Se muestra también el número absoluto de réplicas significativas.
Casos selectivos (r) Ps Réplicas significativas
Varianzas 
SvdMedmax Réplicas
Varianzas 
SvdMedmax  neutros
13
0 90,5 0,076 425,5 0,072
10.000 101 0,070 427 0,071
100.000 115 0,068 414,5 0,068
250.000 96,5 0,073 425,5 0,072
500.000 61 0,086 438,5 0,073
14
0 232 0,098 469 0,093
10.000 242 0,099 457 0,094
100.000 273,5 0,096 437,5 0,094
250.000 294,5 0,090 437,5 0,094
500.000 316,5 0,096 416 0,094
15
0 90,5 0,069 603,5 0,081
10.000 98,5 0,052 581,5 0,080
100.000 161,5 0,042 570,5 0,080
250.000 219,5 0,041 463 0,080
500.000 224,5 0,065 599 0,081
Respecto  a  la  metapoblación  considerando  los  SNPs comunes  a  las  dos 
poblaciones (datos no mostrados), no se observa la misma tendencia que en el resto 
de los escenarios demográficos. En los casos selectivos se observan para todas las 
posiciones valores cercanos a 0,08, sin disminución de varianza ni siquiera en el caso 
15. Esto quizás sea debido a una pérdida de información al usar sólo la porción común 
de los SNPs.
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Figura 33. Resultados para el estadístico SvdMedmax en la metapoblación considerando todos los 
SNPs. En el eje de abcisas se representa la posición selectiva real y en el eje de ordenadas los  
valores de varianza de la posición entre réplicas. La línea azul representa el caso 15 (selectivo) 
y la línea roja el caso 18 (neutro). Nótese que el caso neutro se ajusta a un valor de varianza de 
0,080 en todas las posiciones, mientras que en el caso selectivo los valores de la varianza son 
menores. 
Tabla 24. Datos de las varianzas entre réplicas para la localización del  SNP selectivo en el 
escenario de una metapoblación considerando todos los  SNPs para SvdMedmax. Se calcula la 
varianza para los casos 13, 14 y 15 (que corresponden a t = 10.000, s = ±0,15 y µ = 0,015, con 
tasas  de recombinación  r 0;  0,001 y  0,015 respectivamente)  y  sus  correspondientes casos 
neutros  (última  columna).  Para  cada  caso  se  consideran  distintas  posiciones  selectivas 
verdaderas  (Ps):  0,  10.000,  100.000,  250.000  y  500.000.  Se  muestra  también  el  número 
absoluto de réplicas significativas. 
Casos selectivos (r) Ps Réplicas significativas
Varianzas 
SvdMedmax Réplicas
Varianzas 
SvdMedmax  neutros
13
0 73 0,109 329 0,081
10.000 84 0,091 328 0,083
100.000 60 0,096 328 0,083
250.000 87 0,099 328 0,083
500.000 59 0,073 375 0,082
14
0 322 0,082 336 0,090
10.000 351 0,082 326 0,089
100.000 411 0,082 308 0,090
250.000 444 0,081 294 0,089
500.000 487 0,090 274 0,090
15
0 278 0,051 489 0,081
10.000 299 0,056 489 0,081
100.000 422 0,037 453 0,080
250.000 504 0,043 426 0,080
500.000 519 0,065 426 0,080
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3.3.2.4. Comparación de la detección de selección en función del SNP 
selectivo para diversas posiciones a lo largo del genoma
Se  calcula  el  porcentaje  de  réplicas  significativas  (realizado  anteriormente, 
pero esta vez sin combinar con la variante  ave de los estadísticos),  con el  fin de 
determinar si existe alguna relación entre la capacidad de detección por parte de los 
estadísticos Svdmax y SvdMedmax y la posición en la que se coloque el SNP selectivo. Se 
mostrarán los resultados para los escenarios de dos poblaciones separadas (Tabla 25) 
y la metapoblación considerando todos los SNPs (Tabla 26 y Figura 34). 
En  los  tres  escenarios  demográficos  existe  una  clara  relación  entre  el 
porcentaje de detección de selección y la posición en la que se encuentra el  SNP 
selectivo: cuanto más cerca al centro del  genoma se coloque la posición selectiva 
verdadera, mejor se detecta selección (Tablas 30 y 31). Esta tendencia del efecto de la 
posición es más acusada a medida que se aumenta la tasa de recombinación (Figura 
34). Nótese que en general, la potencia es menor que para los resultados mostrados 
en la sección 6.1. Estadísticos para detección de selección, lo cual se debe a que en 
aquél mostrábamos los resultados para las variantes combinadas de los estadísticos 
(Cvd, CvdMed y CvdNa).
Tabla 25. Datos obtenidos haciendo la media de las dos poblaciones para los estadísticos Svdmax 
y  SvdMedmax.  El  valor  que se presenta en cada caso es el  porcentaje de réplicas donde se 
detecta selección. Para cada caso se consideran distintas posiciones selectivas verdaderas (Ps): 
0, 10.000, 100.000, 250.000 y 500.000. 
Casos selectivos Ps Svdmax% SvdMedmax%
13
0 29,9% 19,3%
10.000 31,0% 20,8%
100.000 36,8% 23,5%
250.000 32,4% 21,1%
500.000 34,5% 24,9%
14
0 57,2% 60,2%
10.000 57,7% 61,9%
100.000 65,4% 65,6%
250.000 70,2% 68,5%
500.000 75,1% 72,3%
15
0 18,6% 29,9%
10.000 23,1% 31,4%
100.000 42,0% 53,2%
250.000 59,3% 72,9%
500.000 61,8% 75,5%
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Al  juntar  las  dos  poblaciones  en  una  (Tabla  26),  la  capacidad  de  detectar 
selección por parte del  estadístico  Svdmax disminuye, mientras que la detección de 
selección  del  SvdMedmax aumenta  para  el  caso  15,  llegando  hasta  el  90% en  las 
posiciones  250.000  y  500.000.  Esto  hace  que  exista  una  gran  diferencia  de 
porcentajes entre ambos estadísticos en los escenarios de metapoblación. 
Tabla  26.  Datos  obtenidos  de  una  metapoblación  considerando  todos  los  SNPs para  los 
estadísticos  Svdmax y  SvdMedmax.  El valor que se presenta en cada caso es el  porcentaje de 
réplicas  donde  se  detecta  selección.  Para  cada  caso  se  consideran  distintas  posiciones 
selectivas verdaderas (Ps): 0, 10.000, 100.000, 250.000 y 500.000. 
Casos selectivos Ps Svdmax% SvdMedmax%
13
0 0,5% 11,0%
10.000 0,4% 12,5%
100.000 0,3% 8,9%
250.000 0,1% 13,0%
500.000 0,3% 15,8%
14
0 15,3% 48,7%
10.000 18,5% 52,4%
100.000 21,0% 59,4%
250.000 20,7% 63,4%
500.000 24,3% 67,9%
15
0 20,5% 54,4%
10.000 20,2% 57,6%
100.000 35,1% 76,7%
250.000 51,1% 89,0%
500.000 65,3% 92,3%
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Figura 34. Resultados para el estadístico SvdMedmax en la metapoblación considerando todos los 
SNPs. En el eje X se representa la posición selectiva real y en el eje Y el porcentaje de detección 
de selección. Se observa como a mayor tasa de recombinación (el caso 15 tiene la mayor tasa  
de recombinación), mayor detección de selección, sobre todo cuando las posiciones selectivas 
están cercanas al medio del genoma. 
3.3.3. Análisis entre poblaciones
Finalmente,  se  quiere  averiguar  si  la  distribución  de  los  estadísticos  difiere 
significativamente entre las poblaciones simuladas de RB y SU. Para ello se realiza un 
test no paramétrico Kolmogorov-Smirnov. El contraste se realiza para los estadísticos 
SvdMedmax y  SvdMedave,  dado que no tenemos una distribución poblacional para el 
estadístico combinado. Puesto que los resultados de ambos casos son muy similares, 
sólo mostraremos los resultados para el SvdMedmax (Tabla 27). En la Tabla 27 se puede 
observar que para los casos selectivos, las diferencias entre las dos poblaciones son 
altamente significativas (p-valor < 0,0001) excepto en el caso 9 (µ = 0,015, t = 5.000 
y  r = 0,015) y 15 (µ = 0,015,  t = 10.000 y  r = 0,015). Mientras que en los casos 
neutros se observan probabilidades mayores que 0,05, aceptándose la hipótesis nula 
de igual distribución en las dos poblaciones (excepto en el caso 11 con µ = 0,015, t = 
5.000 y r = 0,001, con p = 0,048). Los resultados con SvdMedave fueron muy similares.
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Tabla 27.  Probabilidades  obtenidas  realizando el  test  Kolmogorov–Smirnov con los datos  de 
SvdMedmax. 
µ t r p caso selectivo p caso neutro
0,003 10.000
0 0,000* 0,794
0,001 0,000* 0,341
0,003 0,000* 0,341
0,015 5.000
0 0,000* 0,573
0,001 0,000* 0,048*
0,015 0,965 0,466
0,015 10.000
0 0,000* 0,859
0,001 0,000* 0,175
0,015 0,446 0,573
p  selectivo:  valores  p obtenidos  cuando  las  poblaciones  comparadas  están  sometidas  a  selección 
divergente;  p neutro:  valores  p obtenidos  cuando  las  poblaciones  comparadas  no  están  sometidas  a 
selección divergente.
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4. Discusión
Entender cómo tiene lugar un proceso tan complejo e interesante como es la 
especiación, sobre todo en presencia de flujo génico homogenizador, continúa siendo 
uno de los mayores desafíos de la biología evolutiva (Coyne & Orr, 2004; Nosil, 2008). 
Las hipótesis más recientes sobre la especiación simpátrida se han centrado en la 
arquitectura genómica de la divergencia, tratando de determinar aspectos tales como 
cuánta  variación  genética  es  compartida  entre  las  especies  incipientes,  cómo  se 
distribuye esta variación a lo largo de los genomas y cuál es la huella genómica de la 
selección natural a lo largo de todo este proceso (Michel et al., 2010). Sin embargo, 
sólo en una fracción muy pequeña de estudios ha sido posible aplicar toda la potencia 
de análisis de la genética moderna a través de la posibilidad de identificar, secuenciar 
y  determinar  el  modo  de  acción  de  cualquier  gen  del  genoma  de  un  organismo 
(Schwarz et al., 2009). El desarrollo de este tipo de estudios constituye hoy en día una 
necesidad  imperiosa,  con  el  objetivo  de  determinar  la  arquitectura  genética  del 
aislamiento  reproductivo  y  el  mecanismo  por  el  que  la  selección  natural  genera 
nuevas especies (Kelleher & Barbash, 2010).
Partiendo de tales antecedentes y aprovechando la nueva visión integradora de la 
biología  y  el  desarrollo  de  nuevas  técnicas  moleculares  aplicables  incluso  a 
organismos no modelo,  en esta tesis  se han aplicado técnicas  ómicas (RNA-Seq  y 
microarrays)  a los  ecotipos  RB  y  SU del  caracol  marino  Littorina  saxatilis,  con  la 
intención de estudiar qué sucede en los distintos niveles moleculares (transcriptoma y 
genoma)  durante  el  proceso  de  especiación,  y  así  poder  discernir  cuáles  son  los 
mecanismos  responsables  del  mantenimiento  de  las  diferencias  que  permiten  su 
exitosa  adaptación  biológica.  Para  ello,  se  estudió  la  evolución  molecular  de  este 
caracol  a  una  escala  local,  donde  los  ecotipos  contrastados  están  distribuidos  en 
diferentes partes de la costa (RNA-Seq) y a una escala regional, donde los ecotipos se 
encuentran a distancias geográficas de al menos 200-400 km (microarrays). Además, 
se ha desarrollado un estadístico cuyo objetivo es detectar la huella molecular de la 
selección  natural  que  puede  estar  actuando  a  favor  de  la  divergencia  de  las 
poblaciones de L. saxatilis. El hecho de que exista flujo génico entre los ecotipos de L. 
saxatilis es  muy  ventajoso,  puesto  que  garantiza  que  el  proceso  de  especiación 
todavía no se haya completado y que los cambios detectados sean parte activa del 
proceso y no acumulaciones posteriores a la especiación.  
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4.1. Ensamblaje  de novo del trascriptoma y caracterización de 
SNPs en los ecotipos RB y SU de L. saxatilis
Uno de los objetivos de esta tesis ha sido aumentar la anotación de genes 
funcionales (involucrados en procesos de adaptación) respecto a lo que hay disponible 
hasta  el  momento  en  L.  saxatilis,  además  de  identificar  polimorfismos  entre  los 
ecotipos RB y SU. Para ello se ha llevado a cabo la caracterización del transcriptoma 
de los ecotipos gallegos de esta especie, obteniendo una longitud de transcriptoma de 
176,8 Mb. Este tamaño de transcriptoma está formado por 380.735  isotigs,  siendo 
39.683 de ellos no redundantes y de los cuales se obtuvieron 23.022 loci anotados con 
información ontológica GO. Por otra parte, se han encontrado 1.363 isoformas (0,36%) 
con diferencias significativas de expresión entre los ecotipos RB y SU y cerca de un 
18%  de  estas  isoformas  fueron  anotadas  (241  isoformas anotadas  de  las  1.363 
isoformas significativas)  (Apéndice  2).  Referente  a  la  detección  de  SNPs,  fueron 
anotados un 5,6% de loci con SNPs en RB (180 loci anotados de 3.198 loci con algún 
SNP), un 6,4% en SU (162 de 2.521) y un 7,4% en ambos ecotipos (93 de 1.249 loci 
con SNPs). Se supone que estos isotigs están actuando y expresándose en alguno de 
los dos ecotipos de manera diferencial, sugiriendo su involucración en adaptaciones 
locales de los organismos a su ambiente. 
  
Uno  de  los  mayores  retos  en  la  secuenciación  de  novo  (sin  genoma  de 
referencia)  es  ensamblar  los  reads  cortos  adecuadamente  (Yang  &  Smith,  2013). 
Como  éste  es  el  primer  paso  en  cualquier  análisis  de  datos  procedentes  de 
plataformas  de  secuenciación  masiva,  los  problemas  en  esta  etapa  dificultan  la 
identificación a posteriori de los genes de interés. Los problemas pueden ser varios, 
como ensamblajes incompletos, errores de ensamblaje y redundancia (Yang & Smith, 
2013). En esta tesis se obtuvieron sobre un 85% de reads de alta calidad útiles para 
poder generar el ensamblaje del transcriptoma (Tabla 3). Una vez ensamblados los 
reads, la longitud media de los isotigs fue de 464 nucleótidos, habiendo 98.282 isotigs 
con  una  longitud  mayor  de  500,  llegando  incluso  isotigs a  longitudes  de  13.000 
nucleótidos (Figura 20).  Aunque los  isotigs demasiado largos (> 1,000 kb) son los 
menos fiables por la posible inclusión de quimeras (debidas a la contaminación de la 
muestra o a ensamblajes espurios). Asimismo, durante el ensamblaje el mismo read 
pudo haber ensamblado en distintas partes del transcriptoma, creando redundancias. 
Para intentar resolver estos inconvenientes se ha realizado un BlastX contrastando los 
380.735  isotigs generados contra la base de datos  nr  (non redundant),  escogiendo 
hasta 20 isotigs (hits) por locus con el menor e-value. 
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Al ser L. saxatilis una especie no modelo hubo gran dificultad para adjudicarle 
una función a los genes, ya que el filo Mollusca no está bien representado en las bases 
de datos (hay sobre 60.000 proteínas disponibles) y muchas de las secuencias de 
moluscos que están disponibles no están bien anotadas (Galindo et al., 2010). Hasta 
ahora están secuenciados los genomas de los moluscos Aplysia californica (Knudsen 
et  al.,  2006),  Crassostrea  gigas  (Zhang  et  al.,  2012),  Lottia  gigantea 
(http://genome.jgi-psf.org/Lotgi1/Lotgi1.home.html) y en proyecto  Lymnaea stagnalis 
(Bouétard et al., 2012). Referente a los transcriptomas de moluscos, se encuentran 
disponibles el de  Mytilus galloprovincialis  (Craft et al., 2010) o el de Potamopyrgus 
antipodarum (Wilton et al., 2012),  entre otros. Galindo et al. (2010) secuenciaron el 
transcriptoma de los ecotipos  ingleses de  L.  saxatilis  con la  plataforma de última 
generación  454,  obteniendo  una  longitud  de  58,2  Mb,  11.298  y  33.359  contigs 
utilizando dos ensambladores distintos (Newbler y NGen, respectivamente) y 187 y 47 
genes anotados (con Newbler y NGen, respectivamente) con al menos un SNP. Vistos 
estos resultados, se puede concluir que esta tesis aporta una considerable cantidad 
de  nuevas  secuencias  anotadas  además  de  información  adicional  de  la  parte 
codificante  y  reguladora  de  L.  saxatilis,  ayudando  a  entender  qué  genes  están 
implicados en la adaptación local de estos caracoles. 
Una manera de identificar  loci  selectivos con la tecnología  RNA-Seq es, entre 
otras aproximaciones, asociando variaciones (SNPs) a diferencias fenotípicas, es decir, 
buscando regiones del genoma con baja variablidad probablemente producidas por 
barridos selectivos.  La detección de las distintas variantes genéticas presentes en 
cada posición y la eliminación de variación espuria debida a errores de secuenciación 
son aspectos críticos en este tipo de estudios. En este experimento las muestras RB y 
SU  se  componen  de  un  pool  de  30  y  60  individuos  respectivamente,  porque  en 
organismos pequeños como el ecotipo SU de L. saxatilis no es fácil extraer suficiente 
ARN de un solo individuo para alcanzar la concentración deseada (Wolf, 2013).  Con 
esta práctica, las diferencias individuales en el transcriptoma se pierden y se tiende a 
una normalización de los valores para cada gen, detectando solamente aquellos SNPs 
que estuvieran a alta frecuencia. A mayores, se consideró una cobertura de al menos 
100  reads para obtener una buena fiabilidad del  SNP. Este criterio conlleva que se 
obtenga menor cantidad de SNPs, pero más fiables al mismo tiempo dado su carácter 
estricto y conservador. En esta tesis se obtuvieron un total de 4.755 SNPs. Galindo et 
al. (2010) obtuvieron 11.305 y 7.755 SNPs (con los ensambladores Newbler y NGen, 
respectivamente) en los ecotipos ingleses, analizando finalmente 2.454 y 510  SNPs 
porque eliminaron aquellos con una cobertura menor de 4 reads. La gran pérdida de 
SNPs al aplicar este baremo demuestra la baja cobertura del estudio de Galindo et al. 
(2010).  Además, en esta tesis se aumentó  por 25 la fiabilidad de la detección de 
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variantes, al considerar 100 reads  de cobertura contra los 4  reads  de Galindo et al. 
(2010). En este experimento también se encontró que el tipo de cambio más común 
son las transiciones, seguido de transversiones (Tabla 5), un resultado coincidente con 
el transcriptoma secuenciado de los ecotipos ingleses de  L. saxatilis (Galindo et al., 
2010) y con otros estudios previos en gasterópodos, como las especies del género 
Fissurella (Olivares, 2007) y Crepipatella (Vejar, 2007). Esto hace que sea improbable 
que los  SNPs detectados sean errores técnicos. Por otra parte, hay más variaciones 
nucleotídicas específicas en el ecotipo RB que en el SU, lo que apoya un mayor censo 
efectivo para RB (Morin et al., 2009). Se encontraron 1.249 SNPs en la misma posición 
en ambos ecotipos (Tabla 5), siendo estos SNPs los más fiables, ya que es improbable 
que  se  produjera  el  mismo  error  de  secuenciación  en  las  dos  muestras 
simultáneamente. Un aspecto pendiente es la validación de dichos SNPs mediante el 
genotipado de ADN genómico de individuos. Una vez validados, estos SNPs aportarán 
una  valiosa  fuente  de  información  para  futuros  estudios  poblacionales  en  esta 
especie.  
En este trabajo se han encontrado un 0,36% de isoformas diferencialmente 
expresadas entre los ecotipos RB y SU,  aplicando un  FDR  de 0,05 para controlar el 
error tipo I.  En cambio, entre los ecotipo ingleses H y M se encontraron un mayor 
número de diferencias usando la corrección Bonferroni con un p-valor < 0,05 (3,5% y 
1% para los ensamblajes de Newbler y NGen respectivamente) (Galindo et al., 2010). 
Un  estudio  en  Crassostrea  gigas también  mostró  sobre  un  1%  de  diferencias  en 
expresión (BH con p-valor < 0,001) entre las poblaciones que habitaban en distintos 
ambientes  salinos  (Zhao et  al.,  2012).  La menor  cantidad de  loci  encontrados en 
nuestro trabajo podría deberse a que se utilizó un método más conservativo para 
definir  diferencias  de  expresión  entre  ecotipos.  Por  ejemplo,  Galindo et  al.  (2010) 
determinaron un mínimo de 15  reads  alineados a lo largo de un determinado  locus 
para que éste fuera considerado en el análisis de las diferencias de expresión entre 
ecotipos, mientras que aquí se ha definido un mínimo de 50 reads para que el locus 
fuera analizado. Además, varios de los genes diferencialmente expresados y anotados 
en este experimento coinciden con otros estudios realizados en L. saxatilis y especies 
cercanas, sugiriendo una alta fiabilidad de los datos aquí mostrados. Por ejemplo, en 
esta tesis se encontraron isoformas diferencialmente expresadas involucradas en la 
formación de la concha (litostatina) y en la tensión muscular del músculo (twitchin), 
ya identificadas en su día como posibles implicadas en la adaptación local  de los 
ecotipos ingleses H y M por Galindo et al. (2010) (Tabla 4). También hay isoformas 
diferencialmente  expresadas  que  codifican  distintas  subunidades  del  citocromo 
oxidasa y  la  tubulina,  involucradas  en  el  metabolismo  energético  y  en  la 
estructuración celular respectivamente (Apéndice 2), siendo ya determinadas también 
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por Martínez et al. (2010a) en un estudio de expresión entre los ecotipos RB y SU. 
Asimismo, en este trabajo se han expresado diferencialmente isoformas que codifican 
proteínas de choque térmico (Hsp de sus siglas en inglés heat shock stress) (Apéndice 
2). Este tipo de proteínas ya ha sido extensamente estudiada en caracoles terrestres 
del género Sphincterochila (Mizrahi et al., 2010), en Nucella (Sorte & Hofmann, 2005) 
y en Lottia (Dong et al. 2008).  
Referente  al  enriquecimiento  de  los  términos  GO,  en  este  trabajo  se  ha 
encontrado  una  mayor  cantidad  de  genes  asignados  a  la  categoría  de  procesos 
biológicos (PB),  seguido  de  las  categorías  función  molecular  (FM) y  componente 
celular (CC) (Apéndice 3), coincidiendo con el enriquecimiento realizado en el caracol 
Radix  balthica  (Feldmeyer  et  al.,  2011).  Más  concretamente,  en  la  categoría  FM, 
alrededor de un 21% de todos los genes con anotación GO se les asignó el término 
unión a proteínas, seguido de actividad hidrolasa (11%). En la categoría CC, sobre un 
25% de los genes están asociados al término  partes celulares, seguido del término 
orgánulos membranosos (20,1%). En cambio, en la categoría PB no se observó ningún 
término contribuyendo con una presencia particularmente distintiva a las diferencias 
de  expresión  entre  ecotipos  (Figura  22).  Estos  resultados  son  parcialmente 
coincidentes  con  los  del  caracol  Lymnaea  stagnalis,  ya  que  en  esta  especie  se 
encontraron los términos GO más representados en unión (55%) y actividad catalítica 
(28,8%) (dentro  de la  categoría  FM)  y  célula  (con un 45% dentro  de  la  categoría 
funcional de CC) (Sadamoto et al., 2012). Además, en la categoría PB ningún término 
fue  específicamente  enriquecido  (al  igual  que  en  L.  saxatilis).  Los  términos 
enriquecidos  de Crassostrea  gigas  también  son  parcialmente  coincidentes  con 
Littorina saxatilis y Lymnaea stagnalis, ya que los términos GO más representados son 
unión (con un 29,2% dentro de la categoría FM) y célula (con un 29,7% dentro de la 
categoría funcional de CC). A diferencia de Littorina saxatilis y Lymnaea stagnalis, en 
la ostra se encontró enriquecido el término proceso celular dentro de la categoría PB, 
con un 20% de representación (Zhao et al., 2012). La anotación de los transcriptomas 
de  las  especies  Chiton  olivaceus  y  Octopus  vulgaris  muestran  enriquecidos  los 
términos  actividad catalítica  (entre un 50-60% de representación) y  citoplasma (con 
un  30%  dentro  de  las  categorías  funcionales  de  FM  y  CC),  mientras  que  en  la 
categoría PB no hay ningún término determinante sobre el resto (Riesgo et al., 2012). 
La  similitud  entre  las  distintas  especies  de  la  representación  de  los  términos  GO 
dentro de las 3 categorías funcionales puede que esté correlacionada con la distancia 
filogenética,  ya  que  L.  saxatilis  y  Lymnaea  stagnalis  se  encuentran  cercanas 
filogenéticamente  y  coinciden  parcialmente  en  las  categorías  funcionales  más 
enriquecidas,  mientras  que  Chiton  olivaceus  está  más  alejada  de  L.  saxatilis 
(http://tolweb.org/Mollusca),  sin  coincidir  en  ninguno  de  los  términos  sobre-
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representados.  Es  por  ello  que  quizás  la  componente  genética  tenga  mayor 
importancia  que la  componente  ambiental  en determinar  la  representación  de las 
categoría funcionales, por lo menos en el Filo de los Moluscos. Aunque en un estudio 
reciente comparan las categorías funcionales de 10 transcriptomas de invertebrados, 
concluyendo  que,  independientemente  de  cuántas  secuencias  se  usaran  para  la 
asignación de los términos GO, los porcentajes de las secuencias mapeadas son muy 
similares entre todas las especies y comparables con otros transcriptomas (Riesgo et 
al., 2012).
Dentro de cada categoría funcional se examinó las lista de genes asociados  al 
término  GO  más significativo (Tabla  4).  Los términos  GO  más significativos  fueron 
ensamblaje  de  miofobrillas  (p-valor  = 3,48E-6),  cargo  receptor  activity  (p-valor  = 
8,04E-5) y matriz extracelular (p-valor = 5,67E-16) para las categorías funcionales PB, 
FM y CC, respectivamente. Dentro de cada término GO destacan algunos genes que 
parecen estar  implicados en la  adaptación de las poblaciones de  L.  saxatilis  a su 
ambiente. Por ejemplo, la mayoría de los genes asociados al término GO ensamblaje 
de miofobrillas están relacionados con la contracción muscular pero sobre-expresados 
en el ecotipo RB, resultado contradictorio con la idea de que los individuos SU realizan 
mayor esfuerzo muscular que los individuos RB para intentar agarrarse a las rocas y 
no ser arrastrados por el  oleaje. Más de la mitad de los genes asociados al término 
GO  cargo  receptor  activity  (dentro  de  la  categoría  FM)  han  sido  anotados  como 
lipoproteínas  de  baja  densidad,  presentando  una  gran  variedad  de  funciones 
intracelulares.  Por  último,  el  término  GO  matriz  extracelular  presenta  una  gran 
variedad  de  genes.  Por  ejemplo,  en  esta  lista  aparecen  proteínas  implicadas  en 
funciones estructurales (fibrilinas 1 y 2, fibropelina, colágeno y laminina), proteínas 
involucradas  en  el  sistema circulatorio  (megakaryocyte-associated  tyrosine-protein 
kinase, fibrinógeno C, domain-containing protein 1 y thrombospondin-1), en el sistema 
nervioso (tenascina y netrina),  en el  crecimiento de la concha (litostatina) o en el 
estrés  témico  (heat  shock  protein  90)  (Tabla  4  y  Apéndice  2).  Las  diferencias  de 
expresión entre los ecotipos van en direcciones opuestas,  por lo que no se puede 
concluir nada al respecto. De todas maneras, en la Tabla 28 se hace una pequeña 
clasificación de posibles genes adaptativos donde se discuten las sobre-expresiones 
de algunos de estos genes. 
Para  resumir  esta  sección,  decir  que  se  han  creado  una  gran  cantidad  y 
variedad de recursos genómicos aplicables a futuros estudios sobre la adaptación de 
Littorina saxatilis a su ambiente. Se ha estimado el tamaño del transcriptoma de los 
ecotipos gallegos de L. saxatilis (176,8 Mb), caracterizando a su vez polimorfismos en 
ambos ecotipos. Las isoformas anotadas que han sido detectadas como expresadas 
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diferencialmente  entre  ambos  ecotipos  (Apéndice  2)  serán  determinantes  en 
posteriores investigaciones para comprender mejor qué está ocurriendo entre ambos 
ecotipos y qué cambios están siendo vitales en la adaptación al medio de estos dos 
ecotipos. El siguiente paso será validar los SNPs detectados mediante qPCR e intentar 
aplicar  tests  de  detección  de  selección  a  estos  datos,  con  la  ayuda  de  datos 
genómicos de una especie cercana filogenéticamente a L. saxatilis.   
4.1.1. ¿RNA-Seq o microarrays?
En  las  últimas  dos  décadas  los  microarrays han  sido  utilizados  para  la 
cuantificación de la abundancia de moléculas de ARNm. Pero últimamente en estudios 
de expresión génica, los  microarrays están siendo reemplazados por métodos  NGS 
(Next Generation Sequencing), que pueden identificar y cuantificar transcritos raros 
sin  conocimiento  a  priori  de  un  gen  en  particular  y  pueden  aportar  información 
referente al  splicing alternativo  y la variación de secuencia en la identificación de 
genes.  Esto  hace  que  RNA-Seq sea  particularmente  atractivo  para  organismos  no 
modelo con secuencias genómicas que no están todavía determinadas (Wang et al., 
2009). Una diferencia clave entre ambas tecnologías es que  con la tecnología  RNA-
Seq se  puede  medir  la  abundancia  de  todas  la  secuencias  que  haya  en  el 
transcriptoma,  mientras  que  con los  microarrays la  medición  se  limita  a  aquellas 
secuencias inmovilizadas en el microarray. En este trabajo se encontró que un 23% de 
las sondas inmovilizadas en el microarray correspondían a isotigs del transcriptoma de 
L.  saxatilis,  por  lo  que  los  resultados  de  ambas  tecnologías  no  son  del  todo 
comparables. Por otra parte, una desventaja de los microarrays es que son propensos 
a formar hibridaciones cruzadas que acarrean señales de fondo, introduciendo de esta 
manera sesgos en la medida de la expresión génica, existiendo a su vez un problema 
comparable en RNA-Seq cuando los reads se alinean de manera ambigua (un mismo 
read alinea con varios transcritos). 
Nuestros resultados mostraron diferente sensibilidad entre ambas tecnologías 
a la hora de detectar diferencias de expresión entre ecotipos; la expresión diferencial 
de los genes con altos niveles de expresión fueron detectados más frecuentemente 
con RNA-Seq, mientras que los genes diferencialmente expresados con bajos niveles 
de  expresión  fueron  detectados  mejor  con  los  microarrays (Bloom  et  al.,  2009). 
Asimismo, la tecnología RNA-Seq detecta más fácilmente diferenciación en los valores 
de expresión extremos, donde los microarrays pueden mostrar saturación de señales 
fluorescentes  análogas  (Marioni  et  al.,  2008).  Este  hecho se  ha  visto  reflejado en 
nuestros datos, ya que algunos genes significativos en RNA-Seq no se detectaron en 
el  microarray porque  los  filtrados  han  eliminado  dicho  gen.  Por  ejemplo,  en  el 
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experimento de  genómica,  el  filtrado por  señal  y  el  de  varianza han eliminado la 
sonda correspondiente al gen de la perlucina (a modo de recordatorio, este gen se 
expresa muy poco en el  ecotipo SU en  RNA-Seq)  (Apéndice  2).  En cambio,  en el 
experimento  de  transcriptómica  ese  gen  no  ha  sido  eliminado  por  los  filtrados  y 
cuando se computaron todas las localidades mostró diferencias significativas entre 
ecotipos  (gen outlier),  pero  no  en  la  localidad  de  Roncudo.  Esto  sugiere  que  los 
microarrays,  en  comparación  con  RNA-Seq,  tienen  una  limitada  capacidad  para 
detectar la expresión de genes a muy bajo nivel (Iancu et al., 2012), seguramente 
porque la expresión se confunde con la señal de fondo y acaba siendo eliminado por el 
filtrado. Visto esto, un tema todavía en controversia referente a la tecnología de los 
microarrays es la elección del filtrado o la exclusión del mismo. Nuestros resultados 
mostraron  pautas  similares  independientemente  del  filtrado  utilizado  (filtrado  por 
señal, filtrado por varianza y datos sin filtrar), lo que sugiere la existencia de un efecto 
biológico fuerte a escala genómica que puede visualizarse incluso cuando se eliminan 
parte de los datos (Tabla 7). Algunos autores aseguran que el filtrado de los datos 
incrementa la sensibilidad y potencia en estudios de microarrays (Calza et al., 2007; 
Bourgon  et  al.,  2010),  habiendo  casos  donde  el  filtrado  se  aplica  antes  de  la 
normalización (Meiklejohn et al., 2003; Bild & Febbo, 2005) o después (Li et al., 2006). 
Sin embargo, muchos trabajos no filtran los datos por ningún método (por ejemplo, 
Servinsky et al., 2010), por lo que aplicar filtrado o no a los datos de microarrays es 
una decisión todavía controvertida que tiene que tomar el usuario. 
Varios  estudios  deducen  que  ambas  tecnologías  están  generalmente  de 
acuerdo a la hora de cuantificar la expresión génica (Nookaew et al., 2012), aportando 
una alta correlación entre las medidas de expresión de  RNA-Seq y  las señales de 
intensidad de diferentes tipos  de  microarrays,  así  como un alto  número de genes 
diferencialmente expresados encontrados en las dos técnicas.  En nuestro caso,  se 
encontraron  un  7%  de  genes  significativos  coincidentes  entre  el  experimento  de 
expresión  génica  y  RNA-Seq,  mientras  que  entre  el  experimento  genómico  y  la 
secuenciación se encontraron un 3% de coincidencias. En estos genes coincidentes 
entre  ambas  tecnologías  no  se  han detectado correlaciones entre  las  medidas  de 
expresión (Tabla 28), por lo que creemos que ambas tecnologías se complementan 
más  que superponerse  (Kogenaru  et  al.,  2012;  Malone & Oliver,  2011).  Malone & 
Oliver (2011) matizan que si se aplican las dos tecnologías a una misma pregunta 
biológica,  se  obtendrá la  misma respuesta  de  ambas  tecnologías,  obteniendo una 
historia consistente. Pero también es cierto que los análisis de los datos de RNA-Seq 
están  todavía  bajo  desarrollo,  mientras  que  los  análisis  con  la  tecnología  de  los 
microarrays lleva décadas de experiencia de ventaja, por lo que los microarrays deben 
ser considerados para entender mejor los resultados del RNA-Seq (Wolf, 2013). 
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4.2. Evolución molecular paralela en Littorina saxatilis
Los ecotipos RB y SU de L. saxatilis han sido propuestos recientemente como 
ejemplo de evolución paralela, es decir, los ecotipos RB y SU han surgido de forma 
repetida e independiente en distintas regiones geográficas (Rolán-Alvarez et al., 2004; 
Panova et al.,  2006;  Quesada et al.,  2007;  Butlin et  al.,  2014).  Para contrastar la 
hipótesis  de  que  la  evolución fenotípica  paralela  está  correlacionada  con  una 
evolución  molecular  paralela,  se  ha  llevado  a  cabo  el  escaneo  masivo  del 
transcriptoma y del genoma de L. saxatilis utilizando la tecnología de los microarrays. 
Los resultados  de esta tesis  claramente apoyan la hipótesis de partida, es decir, la 
existencia de una evolución paralela también a nivel molecular, tanto en expresión 
como en secuencia genómica. El primer apoyo de una evolución molecular paralela se 
basa en la observación de diferencias de expresión y de secuencia mayores entre 
localidades que entre ecotipos, lo que sugiere que las localidades surgieron antes de 
que se diferenciaran los ecotipos. Un total de 146  genes (expresión) y 354 sondas 
(variación  en  secuencia  genómica)  mostraron  cambios  paralelos  en  las  tres 
localidades bajo estudio, usando el filtrado por señal y la corrección  multitest SGoF 
(Tabla 9). La probabilidad de que estos cambios moleculares paralelos pudieran ser 
explicados  por  azar  es  prácticamente  negligible  (p-valor  <  10-9,  tanto  para 
transcriptómica como para genómica). Asimismo, la mayoría de los cambios paralelos 
fueron direccionales, tanto para los datos de expresión (90%) como de variación en 
secuencia genómica (83%), consolidando la naturaleza estrictamente paralela de la 
variación molecular observada en los genes candidatos detectados en este estudio.
La evolución molecular  paralela  implica un papel  primordial  de la selección 
natural a nivel molecular en el sistema de L. saxatilis, ya que la deriva génica por sí 
misma no puede explicar el patrón paralelo. En esta tesis se encontraron una serie de 
evidencias que refuerzan el papel central de la selección en este sistema. En primer 
lugar, la menor varianza en expresión y secuencia genómica observada en los genes 
con  cambios  paralelos  direccionales  frente  a  los  genes  con  cambios  paralelos  no 
direccionales sugiere un impacto diferencial de la selección natural positiva sobre los 
primeros (Fisher, 1930; Derome et al., 2006; véase sección 3.2.4.1.). Además, existe 
una mayor diferenciación geográfica tanto en expresión como en secuencia en los 
genes con cambio molecular paralelo (potencialmente adaptativos) que en los genes 
que  no  exhibieron  paralelismo  (Tabla  11),  en  conformidad  con  lo  esperado  si  la 
selección adaptativa estuviese afectando a los genes con cambios paralelos de una 
forma diferencial. Galindo et al. (2009) ya detectaron que los loci AFLP con diferencias 
significativas  entre  ecotipos  dentro  de  una  misma localidad  (e  influidos  directa  o 
indirectamente por la selección) presentan una mayor diferenciación geográfica que 
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los loci que no muestran diferencias entre ecotipos, en línea con nuestros resultados 
de que una fracción de la variación molecular detectada en  L. saxatilis podría estar 
afectada por la selección natural adaptativa. Sin embargo, es importante enfatizar que 
aunque  es  más  probable  que  la  variación  en  los  genes/sondas  con  cambios  no 
paralelos esté afectada fundamentalmente por la deriva, no se puede descartar que 
una fracción de estos genes/sondas pudiesen estar afectados por la selección natural 
produciendo cambios adaptativos específicos de localidad en respuesta a un mismo 
gradiente  ambiental.  Finalmente,  muchos  de  los  genes  candidatos  que  pudieron 
anotarse  presentan  funciones  en  concordancia  con  lo  que  cabría  esperar  a  priori 
acorde  a  las  diferencias  fenotípicas  adaptativas  observadas  entre  ecotipos,  como 
genes relacionados con el tamaño de la concha, el estrés térmico o el metabolismo 
energético (Apéndices 5 y 6), proporcionando un importante apoyo funcional al papel 
de la selección en estos loci. 
 Un resultado relevante de este estudio es la falta de dualidad de los cambios 
en  expresión  y  secuencia  genómica  para  los  genes  que  presentaron  cambios 
paralelos.  Solamente  13  genes  mostraron  cambios  paralelos  tanto  a  nivel 
transcriptómico como genómico. El estudio de  RNA-Seq  confirmó las diferencias de 
expresión observadas en 3 de estos 13 genes (datos no mostrados). Jeukens et al. 
(2010) tampoco encontraron correlación entre la divergencia en expresión génica y en 
secuencia  entre  los  ecotipos  simpátridos  del  pez  Coregonus  clupeaformis  spp, 
sugiriendo  un  aparente  desacoplamiento  entre  la  evolución  en  expresión  y  en 
secuencia genómica.  Estos resultados son consistentes con la idea de Tirosh et al. 
(2009),  que  defienden  que  la  divergencia  en  las  secuencias  codificantes  y  en  la 
expresión génica no están correlacionadas porque cada mecanismo está relacionado 
con diferentes propiedades de los genes. Además,  consideraciones teóricas sugieren 
que la evolución paralela afecta más frecuentemente a regiones reguladoras porque 
minimizan la pleiotropía y maximizan los cambios fenotípicos (Stern, 2013). Es por ello 
de esperar que la pleiotropía negativa sea más frecuente en genes con cambios en 
secuencia en la región codificadora, pudiendo explicar este hecho la menor cantidad 
relativa de sondas afectadas por cambios paralelos estructurales en el contexto de L. 
saxatilis (0,83% en transcriptómica contra un 0,29% en genómica).
Determinar el número de genes implicados en la adaptación fenotípica paralela 
entre linajes cercanos es esencial para entender cómo actúa la selección natural sobre 
la variación genética (Derome & Bernatchez, 2006). En un estudio donde se analizaron 
peces espinosos pertenecientes a dos ambientes distintos,  detectaron < 0,5% del 
genoma como regiones candidatas a estar bajo selección (Jones et al., 2012), mientras 
que Derome et al. (2006) detectaron un 1,3% de diferencias paralelas en expresión 
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génica entre los ecotipos de  Coregonus clupeaformis.  En esta tesis se encontraron 
resultados similares, ya que se detectaron como candidatos un 0,83% y 0,29% de 
todos los genes/sondas estudiados (Tabla 9). Estos bajos porcentajes sugieren que los 
acontecimientos que ocurren en cada localidad podrían implicar que unos pocos genes 
son suficientes para la adaptación paralela. No obstante no se puede descartar que, al 
menos  en  el  caso  de  expresión  génica,  el  bajo  número  de  genes  con  cambios 
paralelos sea debido a que las condiciones ambientales en cada una de las localidades 
es  distinta,  lo  que  dificulta  la  observación  de  cambios  paralelos  debido  al  ruido 
ambiental. Además, una fracción de los genes outliers específicos de localidad (Figura 
28)  podrían  estar  implicados  en  la  adaptación,  con  lo  que  el  número  de  genes 
implicados en la adaptación podría ser mayor de lo que pudiera derivarse de los genes 
con evolución paralela. Sin embargo, un incremento sustancial en el número de genes 
adaptativos debido a genes  outliers  implicaría un incremento también sustancial de 
los  efectos  pleiotrópicos  negativos  asociados  al  hecho  de  que  distintos  genes 
producirían el mismo fenotipo en cada localidad, en contra de lo establecido por los 
modelos  teóricos  de  evolución  molecular  paralela  (Stern,  2013).  En  definitiva,  los 
resultados  de  este  estudio  parecen  apoyar  la  hipótesis  de  que  la  divergencia 
fenotípica  adaptativa  entre  formas  muy  próximas  filogenéticamente  se  encuentra 
acompañada por un número relativamente pequeño de cambios genéticos, ya sea en 
genes estructurales o regiones reguladoras (Purugganan, 1998).
La evolución molecular paralela observada en L. saxatilis podría ser resultado 
de (1) un origen independiente de la variación genética adaptativa presente en cada 
población,  (2)  un  origen  común de  los  alelos  adaptativos  a  partir  de  la  standing 
variation, o (3) evolución adaptativa concertada donde cada alelo adaptativo surgió 
una única vez y fue luego compartido entre poblaciones parcialmente aisladas del 
mismo hábitat a través del flujo génico (Johannesson et al., 2010; Faria et al., 2014). 
En este estudio no se ha realizado secuenciación de los genes/sondas, por lo que no 
se  puede concluir  con  seguridad qué evento es  responsable  del  actual  patrón de 
adaptación.  Sin  embargo,  parece  improbable  un  origen  independiente  de  las 
mutaciones ya que el origen de los ecotipos es bastante reciente (9.000 años; Butlin 
et al., 2014), lo que implicaría la acumulación en un tiempo muy corto de una gran 
cantidad de cambios idénticos, independientes y mayoritariamente direccionales. La 
evolución  concertada implicaría  una  gran  similitud  en  secuencia  entre  localidades 
para  los  genes/sondas  que  exhibieron  cambios  moleculares  paralelos,  algo  no 
consistente con la observación de que la diferenciación geográfica para los genes 
candidatos fue mucho mayor que para los no candidatos (Tabla 11). Las evidencias 
aportadas  por  el  presente  estudio  parecen  apoyar  el  mecanismo  de standing 
variation, ya que permite un cambio rápido de acuerdo con el origen muy reciente de 
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los ecotipos en cada localidad (Butlin et al., 2014). Un origen por standing variation ya 
ha  sido  propuesto  en  otros  casos  de  evolución  paralela  asociados  a  cambios 
fenotípicos evolutivamente rápidos,  como en los peces espinosos (Colosimo et al., 
2005;  Schluter & Conte,  2009),  o  ciertas  especies  de peces que viven en cuevas 
(Bradic  et  al.,  2013).  Actualmente  se  está  realizando  la  secuenciación  de  los 
genes/sondas para confirmar y desentrañar definitivamente qué evento evolutivo está 
implicado en el sistema de L. saxatilis. 
 Durante años los científicos se han preguntado si la evolución es predecible, 
es decir, si los organismos encuentran la misma solución al mismo problema, o por el 
contrario si  los eventos casuales hacen que esa predictibilidad sea poco probable, 
buscando alternativas a similares problemas ecológicos (Arendt & Reznick, 2008). La 
incertidumbre sobre la posible predictibildad de los cambios evolutivos adaptativos 
hace  que  surja  la  necesidad  de  estudiar  la  evolución  de  organismos  que  se 
encuentran bajo el mismo mecanismo adaptativo en diferentes regiones geográficas. 
En  esta  tesis  se  han  encontrado  una  pequeña  batería  de  genes  potencialmente 
adaptativos (genes candidatos) que se encuentran actuando en las tres localidades 
bajo estudio. Este hecho sugiere la repetición de fórmulas y diseños que han tenido 
éxito  independientemente,  implicando  los  mismos  genes  y  minimizando  así  la 
pleiotropía negativa, pudiendo predecir las bases genéticas de los cambios evolutivos 
y  apoyando  la  evolución  paralela  (Stern,  2013).  Pero  muchos  otros  genes  actúan 
específicamente en cada localidad, sugiriendo que las mutaciones que dan lugar al 
mismo  fenotipo  podrían  ser  al  menos  en  parte  distintas  entre  las  diferentes 
localidades  (Faria  et  al.,  2014),  haciendo  que  la  evolución  no  sea  predecible.  La 
secuenciación  de  los  genes  candidatos  detectados  en  este  estudio  ayudará  a 
determinar  finalmente  con  precisión  qué  escenario  adaptativo  siguieron  estos 
caracoles marinos a lo largo de su evolución.
 4.3. Genes de interés evolutivo
En los casos de especiación ecológica y evolución paralela, los loci  de interés 
son  aquellos  que  están  involucrados  en  la  adaptación,  elección  del  hábitat  y 
apareamiento asociativo (Johnson et al.,  1996;  Johannesson et al.,  2010).  Estudios 
previos indican que los ecotipos RB y SU están adaptados a la predación por parte de 
los  cangrejos  y  a  la  fuerza  de  las  olas,  respectivamente,  y  que  otros  rasgos 
adaptativos, como la fisiología del músculo, acompañan la diferenciación morfológica 
(Rolán-Alvarez,  2007;  Johannesson  et  al.,  2010).  Las  diferencias  entre  ecotipos 
descritas previamente para la expresión del proteoma implican, sobre todo, proteínas 
relacionadas  con  el  crecimiento  de  la  concha  y  el  metabolismo  energético  (por 
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ejemplo, la arginina kinasa y la fructosa bifosfato aldolasa) (Martínez et al., 2008). 
Dadas estas diferencias, lo ideal sería que los genes que muestran unas diferencias 
más  claras  en  expresión  y  variación  en  secuencia  paralela  pertenezcan  a  grupos 
funcionales asociados con estos fenotipos (Derome & Bernatchez, 2006).
En el  experimento de  RNA-Seq,  se han anotado 241 genes susceptibles de 
selección disruptiva específica de localidad (Apéndice 2). Asimismo, se anotaron 273 y 
69  genes  involucrados  en  cambios  paralelos  de  expresión  y  de  secuencia, 
respectivamente  (Apéndices  5  y  6).  Los  resultados  del  enriquecimiento  permiten 
identificar grandes grupos en función a la similitud entre los términos GO. Respecto al 
experimento de  RNA-Seq,  se han escogido aquellos términos  GO  con un  p-valor < 
0,05  y  un  FDR <  0,05.  Dentro  de  la  categoría  proceso  biológico  (PB) se  pueden 
apreciar términos  GO  relacionados con la actividad muscular, el sistema inmune, el 
sistema circulatorio, y con procesos multicelulares y de defensa. Como cabría esperar, 
parece que la actividad muscular juega un papel importante en la adaptación local de 
los ecotipos  RB y  SU a su ambiente.  Para la categoría  función molecular  (FM) se 
encontraron términos GO relacionados con actividades enzimáticas, como por ejemplo 
actividad peptidasa e hidrolasa, donde se ve involucrado el aminoácido serina.  En la 
categoría  componente  celular  (CC) destacaron  las  regiones  extracelulares,  las 
vesículas endocíticas y la matriz extracelular. 
En  el experimento  de  los  microarrays,  solamente  se  pudieron  obtener  los 
términos GO sobre y sub-representados (FDR < 0,05) cuando el grupo a testar ha sido 
el de los genes/sondas específicos de localidad. En el experimento de transcriptómica 
no se encontró correlación alguna entre los términos GO de las distintas localidades 
(Figura 29).  Simplemente se encontró en la localidad de Burela un mayor número de 
términos  GO  relacionados  con  el  metabolismo  energético  (Apéndice  7).  En  el 
experimento de variación en secuencia genómica solamente se han obtenido términos 
GO significativos (p-valor < 0,05) con un FDR < 0,05 cuando el grupo a testar ha sido 
las  sondas  específicas  de  Burela.  A  muchas  de  estas  sondas  se  le  relacionaron 
funciones energéticas del ADN mitocondrial (Apéndice 8). El particular resultado de 
Burela  en  ambos  experimentos  quizás  se  deba  a  que,  al  tratarse  Burela  de  la 
población más antigua y ancestral del litoral gallego (resultados no publicados), podría 
haber  tenido más  tiempo  evolutivo  para  que  los  individuos  de  esta  localidad 
desarrollaran  una  mayor  variedad  de  funciones  energéticas  para  una  mejor 
adaptación al  medio,  ya que se sabe que el  metabolismo energético puede estar 
jugando un papel crucial  en la adaptación de estos caracoles marinos a su medio 
(véase sección 4.3.2). De todas formas, aunque estos resultados no muestran ninguna 
evidencia en contra de la hipótesis de la evolución paralela, las anotaciones realizadas 
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no representan ni siquiera el 2% de todas las sondas del microarray, por lo que habrá 
que seguir investigando para intentar aumentar la anotación de genes de L. saxatilis y 
poder  así  averiguar  qué  funciones  son  clave  en  los  procesos  adaptativos  y  de 
evolución paralela.    
Dentro de toda la gama de funciones enriquecidas y genes anotados obtenidos 
en esta tesis, nos hemos centrado en las funciones/genes que esperamos que estén 
involucradas en adaptaciones fenotípicas (Tabla 28). Para ello hemos considerado 5 
importantes grupos adaptativos: (1) genes implicados en la formación y crecimiento 
de  la  concha,  (2)  genes  involucrados  en  el  metabolismo  energético,  (3)  genes 
implicados  en  procesos  relacionados  con  el  estrés,  (4)  genes  responsables  de  la 
consistencia estructural de los tejidos y (5) otros genes de interés, que parecen tener 
importancia evolutiva pero que no han podido ser asignados a ninguno de los grupos 
anteriores (Tabla 28).
4.3.1. Genes implicados en la formación y crecimiento de la concha
La  concha  proporciona  una  fuerte  protección  contra  la  depredación  y  la 
desecación de los animales marinos. Además en  L.  saxatilis, el mayor tamaño de la 
concha  del  ecotipo  RB  respecto  a  SU  parece  estar  implicado  en  el  aislamiento 
reproductivo entre ambos ecotipos, proceso clave para poder entender los procesos 
de especiación (Butlin & Ritchie, 2009). Uno de los  loci identificados y anotados a 
escala  local  es  el  gen  que  codifica  la  proteína  perlucina,  que  se  encarga  de  la 
formación del periostraco (que es la parte más externa de la concha), incrementando 
la precipitación de los cristales de carbonato de calcio. El periostraco permite a los 
moluscos obtener tamaños más grandes (Scheltema, 2007), por lo que es posible que 
la perlucina esté implicada en el crecimiento de los individuos (Marin & Luquet, 2004). 
Además de la perlucina, se encontraron más proteínas implicadas en la formación de 
la  concha,  como  la  proteína  litostatina,  involucrada  en  la  biomineralización  de 
carbonato cálcico en una gran variedad de organismos (Matsubara et al., 2008) y la 
dermatopontina 2, que es el mayor componente proteíco de la matriz extracelular de 
la  concha de  los  moluscos  (Marxen et  al.,  2003)  y  está  también  implicada en  la 
biomineralización.  Uno  de  los  genes  que  codifica  la  dermatopontina  2 muestra 
cambios paralelos direccionales, por lo que parece que esta proteína tiene una función 
relevante en la adaptación paralela de  L. saxatilis  (Tabla 28). De todas formas,  la 
litostatina y  la  dermatopontina  2 ya  han  sido  identificadas  anteriormente  como 
outliers en la adaptación local de los ecotipos ingleses (Galindo et al., 2010). También 
ha sido anotado el gen PfAF (de sus siglas en inglés antisecretory factor-like protein), 
que  regula  la  secreción  de  calcio  de  las  células  epiteliales  del  manto  (Miyashita, 
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2002). Conforme a lo esperado, todas estas proteínas relacionadas con la formación y 
el crecimiento de la concha están sobre-expresadas en el ecotipo RB, lo que parece 
indicar  una  clara  necesidad  por  parte  de  dicho  ecotipo  a  aumentar  su  concha, 
permitiéndole  así  alcanzar  un  mayor  tamaño  (Johannesson  et  al.,  1997),  una 
característica que mejora la adaptación a su ambiente y en la elección de pareja 
(Rolán-Alvarez, 2007). 
Hay que tener en cuenta que sobre la expresión de estas proteínas pueden 
influir factores ambientales, e incluso las condiciones óptimas de crecimiento pueden 
influir en la tasa de calcificación de la concha (Gonzalez-Mora & Sierro, 2008). Si nos 
centramos en L. saxatilis, uno de los factores ambientales más distinguibles entre los 
hábitats de los dos ecotipos es el agua, ya que el ecotipo RB sufre largos tiempos de 
desecación,  mientras  que el  SU está en contacto con el  agua la mayor  parte del 
tiempo. El nivel de saturación de carbonato en el agua afecta a la calcificación de la 
concha  (Gonzalez-Mora  &  Sierro,  2008),  por  lo  que  los  caracoles  pueden  extraer 
carbonatos del agua, aumentando así el grosor de sus respectivas conchas. Se sabe 
también que a temperaturas más altas se extrae peor el calcio del agua. Según estas 
características, se esperaría que RB tuviera una concha más fina que SU, por lo que 
creemos que se están expresando las proteínas mencionadas anteriormente en el 
ecotipo  RB  para  que  pueda  adaptarse  a  las  condiciones  de  su  hábitat.  Lo  más 
probable  es  que  la  predación  por  parte  de  los  cangrejos  también  favorezca  el 
crecimiento  rápido  y  el  gran  tamaño  de  los  adultos  (Kemppainen  et  al.,  2005), 
mientras que las olas seleccionan un crecimiento lento y un tamaño del adulto más 
pequeño; además, un pequeño tamaño reduce las fuerzas de arrastre que podrían ser 
excesivas  en la  costa rocosa (Denny,  2000)  e  incrementa  la  disponibilidad de las 
grietas protectoras (Raffaelli & Hughes, 1978). 
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Tabla 28. Resumen de los genes anotados con posibles funciones evolutivas y con diferencias 
significativas  entre  ecotipos  en  los  experimentos  de  RNA-Seq y  microarrays.  Los  genes  en 
negrita muestran cambios paralelos direccionales. La T  y G hacen referencia al experimento de 
transcriptómica y genómica de los microarrays, respectivamente. 
Función ID Experimento Nombre gen FC*
Concha
Locus_121228_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_799
Locus_135138_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_411
RNA-Seq Perlucin-like protein 
-7,69
-3,33
Concha Locus_182282_Transcrito_5/7_Confianza_0,387_Longitud_667 RNA-Seq Lithostathine -6,25
Concha
LittorinaHybrid2_c2540
LittorinaHybrid2_c4038
T Dermatopontin 2
-3,57
-4,17
Concha LittorinaHybrid2_c23332 T Antisecretory factor-like protein -1,03
Metabolismo energético Locus_267_Transcrito_8/11_Confianza_0,198_Longitud_1604 RNA-Seq Twitchin -3,70
Metabolismo energético
Locus_236168_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_425
RNA-Seq Myosin heavy chain striated muscle 
-5
Locus_229514_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_382 -3,45
Locus_237967_Transcrito_3/3_Confianza_0,846_Longitud_219 -8,33
Metabolismo energético Locus_66313_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1581 RNA-Seq Paramyosin -11,11
Metabolismo energético Locus_230431_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_141 RNA-Seq Tropomyosin-2 -2,70
Metabolismo energético Locus_115262_Transcrito_2/2_Confianza_0,971_Longitud_1251 RNA-Seq Myosin-11 4,54
Metabolismo energético LittorinaHybrid2_c3206 T Myosin light chain kinase smooth muscle 1,07
Metabolismo energético Locus_226300_Transcrito_2/2_Confianza_0,857_Longitud_254 RNA-Seq Cytochrome c oxidase subunit 3 -3,70
Metabolismo energético Locus_14821_Transcrito_9/9_Confianza_0,196_Longitud_460 RNA-Seq Cytochrome P450 2U1 - (no SU)
Metabolismo energético Locus_239377_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_281 RNA-Seq Cytochrome b-c1 complex subunit 7 -3,85
Metabolismo energético Locus_102365_Transcrito_8/10_Confianza_0,132_Longitud_484 RNA-Seq Cytochrome b-c1 complex subunit 9 3,07
Metabolismo energético LittorinaHybrid2_c12799 T Cytochrome c oxidase assembly protein COX16 homolog mitochondrial 1,05
Estrés térmico Locus_18947_Transcrito_5/5_Confianza_0,433_Longitud_890 RNA-Seq Heat shock protein 70 B2 3,94
Estrés térmico Locus_14701_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1462 RNA-Seq Heat shock 70 kDa protein 1 - (no SU)
Estrés térmico Locus_18192_Transcrito_18/19_Confianza_0,302_Longitud_3107 RNA-Seq Heat shock protein HSP 90-beta -2,5
Estrés térmico LittorinaHybrid2_c7774 T Apoptosis 2 inhibitor -1,53
Estructural Locus_1_Transcrito_7/7_Confianza_0,382_Longitud_1504 RNA-Seq Laminin subunit beta-4 -4,35
Estructural Locus_246_Transcrito_11/12_Confianza_0,141_Longitud_611 RNA-Seq Collagen alpha-1(XIV) chain - (no SU)
Estructural LittorinaHybrid2_c7809 T Short-chain collagen C4 (Fragment) -2,03
Estructural
Locus_11583_Transcrito_1/5_Confianza_0,511_Longitud_1403
Locus_226564_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_191
RNA-Seq Tubulin alpha-1 chain 
-2,78
-3,70
Estructural
Locus_90131_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1221
Locus_23196_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_461
Locus_232986_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_311
RNA-Seq Tubulin alpha chain 
3,72
- (no RB)
-3,33
Estructural Locus_3994_Transcrito_22/22_Confianza_0,109_Longitud_404 RNA-Seq Putative tubulin beta chain-like protein ENSP00000290377 -3,85
Estructural
LittorinaHybrid2_c5910/P00086
LittorinaHybrid2_c6846P00110
T/G
Tubulin beta chain (Fragment) 
-1,43/
-2,37
G -1,46
Estructural LittorinaHybrid2_c25407P00159 G Tubulin beta-1 chain -1,13
Otros (hormonal) LittorinaHybrid2_c2621P00228 G Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha -1,41
Otros (hormonal) LittorinaHybrid2_c21032/P00080 T/G Neuroendocrine convertase 2 1,46/-1,49
Otros (audición) LittorinaHybrid2_c834P00132 G Otogelin -1,37
* FC (fold change) es la tasa de expresión relativa entre los dos ecotipos (SU/RB). En los casos donde este 
cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con el signo negativo. Los genes que se encuentran 
por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras que los que se encuentran por debajo de 0 están 
sobre-expresados en RB. - indica que ese gen no se expresa en alguno de los dos ecotipos. 
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4.3.2. Genes implicados en el metabolismo energético
Los  individuos  SU  realizan  un  gran  esfuerzo  de  contracción  muscular  para 
intentar agarrase a las rocas y no ser desalojados por la acción del  fuerte oleaje, 
característico de la zona intermareal en la que habitan. Algunos moluscos tienen la 
capacidad de mantener la tensión de forma pasiva durante largos periodos de tiempo 
una vez que ha cesado el estímulo que inicia el proceso de contracción muscular. Este 
estado de contracción, denominado catch, se caracteriza por un bajo consumo de ATP 
(Twarog, 1967) y tiene lugar cuando la concentración de calcio intracelular es baja 
(Ishii et al., 1989). La tensión muscular en el estado catch se mantiene a través de la 
interacción directa de las proteínas twitchin (desfosforilada) y la miosina (Funabara et 
al.,  2005).  La  miosina convierte  la  energía  química  (ATP)  en  energía  mecánica, 
generando  fuerza  y  movimiento.  Además,  la  interacción  entre  la  miosina y  los 
filamentos de actina es también responsable de la contracción muscular, entre otros 
tipos de movimientos. En esta tesis se han anotado una serie de genes a escala local 
que  codifican  las  proteínas  twitchin  y  miosina,  encontrando sobre-expresión  en el 
ecotipo  RB  (Tabla  28)  (la  proteína  twitchin  ya  ha  sido  detectada  como  posible 
implicada en la adaptación local de los ecotipos ingleses por Galindo et al., 2010). Sin 
embargo, las proteínas miosina-11 y MLCK (de sus siglas en inglés myosin light chain 
kinase), ésta última involucrada en la contracción del músculo y la regulación de la 
interacción actina-miosina, están sobre-expresadas en el ecotipo SU (FC = 4,54 y 1,07 
respectivamente),  detectando  la  MLCK  como  posible  candidata  a  evolucionar 
paralelamente en las tres localidades bajo estudio. La provisión de ATP puede ser un 
componente crítico para una buena respuesta al ambiente (Gracey & Cossins, 2003). 
Nuestros  resultados  no  apoyan la  teoría  de  que los  individuos  SU realizan  mayor 
esfuerzo muscular y requieren más cantidad de ATP para no ser arrastrados por el 
oleaje (Martínez-Fernández et al., 2010a).   
Asimismo,  como  la  actividad  de  las  proteínas  transmembrana  citocromo  c 
oxidasa (COX) puede estar modulada de acuerdo al requerimiento energético de las 
células,  un  incremento  de  estas  proteínas  en  los  individuos  SU  podría  estar 
relacionado con la necesidad de energía para evitar el arrastre por la acción de las 
olas.  En  ambos  experimentos  de  expresión  génica  (RNA-Seq  y  microarrays  de 
transcriptómica) se detectaron como diferencialmente expresados varios genes que 
codifican subunidades de las  proteínas  citocromo b-c1 oxidasa y  COX.  Dos de  los 
genes mostraron sobre-expresión en el ecotipo SU (FC =3,07 y 1,05 respectivamente), 
mientras el resto de las isoformas mostraron sobre-expresión en RB (Tabla 28).  La 
sobre-expresión de citocromos en el ecotipo SU podría resultar en un incremento en el 
número  de  mitocondrias  y/o  cambios  en  la  tasa  de  transcripción  en  este  ecotipo 
(Martínez-Fernández  et  al.,  2010a).  Pero  la  expresión  de  los  transcritos  COX 
-135-
                                                                                                                          Discusión 
seguramente  dependa  de  varios  factores  (por  ejemplo,  el  sexo  del  individuo) 
(Martínez-Fernández et al., 2010b), por lo que este gen debe de ser estudiado más a 
fondo para entender porqué algunas subunidades se sobre-expresan en el ecotipo RB.
4.3.3. Genes implicados en procesos relacionados con el estrés
Los  distintos  niveles  del  intermareal  se  ven  sometidos  a  diferentes 
características ambientales, lo que conlleva a los individuos RB y SU a adaptarse y 
sufrir a su vez diferentes tipos de estrés. Por ejemplo, las poblaciones del ecotipo RB 
se ven afectadas por el estrés causado por la desecación, mientras que los individuos 
SU podrían sufrir estrés causado por la fuerza del oleaje. Las proteínas de choque 
térmico (Hsp de sus siglas en inglés heat shock stress) 70 y 90 han sido identificadas 
a escala local en este trabajo.  Mizrahi et al. (2010) estudiaron la expresión de estas 
proteínas en caracoles terrestres adaptados a ambientes distintos, sugiriendo que las 
especies que difieren en resistencia a la desecación desarrollan diferentes estrategias 
de expresión de las Hsp.  Algunos estudios (por ejemplo, en Nucella) revelaron bajos 
niveles de Hsp70 en los individuos más tolerantes a las altas temperaturas (Sorte & 
Hofmann, 2005). Sin embargo, en el género Lottia se encontraron mayores niveles de 
Hsp70  en las especies del intermareal alto (Dong et al.  2008). Nuestros resultados 
mostraron sobre-expresión de las Hsp70 y  90 en el ecotipo RB, pero un  isotig que 
codifica paras la  Hsp  70 mostró sobre-expresión en SU (FC  = 3,94) (Tabla 28).  Esto 
puede que ocurra debido a que la síntesis de las Hsp puede verse incrementada ante 
una  gran  variedad  de  condiciones  fisiopatológicas  (además  de  las  condiciones 
medioambientales)  y  que  se  pueden  expresar  también  durante  la  diferenciación 
celular, entre otros procesos (Arrigo & Tanguay, 1991), lo que conlleva a un amplio 
abanico de posibilidades de niveles de expresión durante la vida de los individuos.  
Por otra parte, la expresión de los  inhibidores de las proteínas de apoptosis 
(IAP) sugiere que existe un sistema anti-apoptosis que puede ser un factor crítico en la 
resistencia a la exposición al aire y otros factores de estrés (Zhang et al., 2012). En 
esta tesis se ha encontrado que el  inhibidor apoptótico 2 muestra sobre-expresión 
paralela  en  el  ecotipo  RB  (FC  =  -1,53),  de  acuerdo  a  que  los  individuos  RB  se 
encuentran durante más tiempo en contacto con el aire, por lo que los  IAP  podrían 
estar jugando un papel adaptativo en el sistema paralelo de L. saxatilis.   
4.3.4. Genes implicados en la consistencia estructural de los tejidos
Se sabe que la concha de los individuos RB es mucho más fuerte y consistente 
que  la  del  ecotipo  SU,  seguramente  para  evitar  la  predación  por  parte  de  los 
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cangrejos, pero no sabemos si esta consistencia se extrapola a los tejidos del caracol.  
Muchas  secuencias  codifican  proteínas  típicas  de  la  matriz  extracelular,  como  la 
laminina  y  el  colágeno,  que  forman  los  tejidos  de  conexión  entre  las  células 
(Koutsogiannaki  &  Kaloyianni,  2010).  En  este  estudio  se  han  encontrado  estas 
proteínas sobre-expresadas a escala local en el ecotipo RB, seguramente para dar una 
mayor consistencia e integración a los tejidos de RB que a los de SU. Además, el  
colágeno se  encuentra  sobre-expresado  paralela  y  direccionalmente  en  las  tres 
localidades. También se detectaron varios genes que codifican proteínas de la familia 
de la tubulina, mostrando diferencias significativas entre ambos ecotipos en todos los 
experimentos realizados.  La  tubulina es el mayor constituyente de los microtúbulos, 
que a su vez forman el  citoesqueleto.  En  ambos  experimentos  de  microarrays  se 
encuentra mayor señal de hibridación en el ecotipo RB para el gen que codifica  la 
tubulina-β, sugiriendo que la expresión de la tubulina-β depende de los cambios que 
se  produzcan  en  la  secuencia  del  gen  que  la  codifica.  La  sobre-expresión  en  RB 
también sugiere una estructura más firme en dicho ecotipo comparado con el SU. Sin 
embargo, en RNA-Seq existe controversia con la expresión de la tubulina-α, habiendo 
3  isotigs sobre-expresados  en  RB  y  2  en  SU.  Martínez-Fernández  et  al.  (2010a) 
identificaron y validaron la  tubulina-α como un gen de referencia en  L. saxatilis,  ya 
que sus niveles de expresión fueron estables en los dos ecotipos; pero esta tendencia 
no se observó en esta tesis. 
4.3.5. Otros genes de interés
Se  sabe  que  los  moluscos  están  dotados  de  un  sistema endocrino  porque 
presentan tejidos diferenciados en glándulas endocrinas y porque producen hormonas. 
Uno de los genes candidatos que ha sido anotado en el experimento de genómica 
codifica la proteína G (Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha).  Esta 
proteína  está  implicada en  la  regulación  hormonal,  trasmitiendo señales  químicas 
desde el exterior al interior de las células. Se encontró mayor señal de hibridación en 
el ecotipo RB (FC = -1,41), sugiriendo que existen diferencias estructurales paralelas y 
direccionales  de  este  gen  entre  ambos  ecotipos.  Por  otra  parte,  el  control  y  la 
regulación de la glucosa en el organismo dependen sustancialmente de la interacción 
entre las hormonas pancreáticas glucagón e insulina; sus acciones son antagónicas a 
nivel del metabolismo energético y son claves para mantener niveles adecuados de 
glucosa. La proteína neuroendocrine convertasa 2 está involucrada en la liberación del 
glucagón (www.uniprot.org/uniprot/P28841) y muestra sobre-expresión en el ecotipo 
SU (FC  = 1,46)  y  mayores  señales  de  hibridación  en el  ecotipo  RB (FC  = -1,49), 
sugiriendo que cambios en la secuencia de este gen podrían acarrear mayor o menor 
expresión  génica  y  variar  los  niveles  de  glucosa  según  los  requerimientos  del 
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individuo. Otro gen interesante es el que codifica la glicoproteína  otogelin.  Este gen 
presenta diferencias  estructurales  direccionales  entre individuos RB y  SU a escala 
regional. La glicoproteína  otogelin  está relacionada con el sistema auditivo y el gen 
que la expresa mostró una señal de hibridación mayor en el ecotipo RB (FC = -1,37), 
sugiriendo la existencia de diferencias auditivas entre ambas poblaciones debidas a 
mutaciones en las secuencias.
En  todos  los  experimentos  se  encontraron  genes  relacionados  con  la 
ubiquitinización,  con la respuesta inmune y con chaperonas que producen señales 
bajo  condiciones  estresantes.  También  se  encontraron  genes  diferencialmente 
expresados  codificadores  de  la  transcriptasa  inversa,  siendo  ésta  responsable  del 
movimiento de los transposones, conllevando a la modificación de la expresión génica 
en organismos eucariotas (Gogvadze & Buzdin, 2009). Una aproximación interesante 
sería la comparación de la cantidad de transposones entre los ecotipos RB, SU y los 
híbridos,  ya que según Renaut  et  al.  (2010),  una elevada actividad de elementos 
transposones podría contribuir a reducir la eficacia biológica de los híbridos. Por otra 
parte, una serie de factores neurotróficos como la netrina o el TGF-ß, implicados en la 
regulación de la función sináptica (Poon et al., 2008), fueron sobre-expresados en el 
ecotipo SU a escala local. También están sobre-expresadas en SU 3 proteínas caspasas 
(la  3,  6  y  8),  cuya  sobre-expresión  puede  regular  los  procesos  apoptóticos  en 
moluscos (Romero et al., 2011). Por último, resaltar que algunas de las funciones de 
los genes anotados no han sido interpretadas porque no deducimos qué rol potencial 
podrían jugar en el organismo para que puedan ser relevantes en adaptación. 
La mayoría de los genes candidatos en los experimentos de  microarrays no 
mostraron diferencias significativas en  RNA-Seq.  Pero hubo excepciones,  como por 
ejemplo la proteína deleted in malignant brain tumors 1, implicada en mecanismos de 
defensa, la regulación de la sensación del sabor, y la diferenciación y regeneración del 
hígado,  entre  otras  funciones  (http://www.uniprot.org/uniprot/Q95218);  la 
hemicentina-1,  involucrada  en  la  pérdida  de  visión 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q96RW7);  o  la  proteína   serine  hidroximetil  kinase,  
cuya  función  es  evitar  la  disfunción  mitocondrial  durante  el  estrés  celular 
(http://www.uniprot.org/uniprot/Q9BXM7)  (Tabla  14).  De  las  7  anotaciones  que  se 
encontraron  diferencialmente  expresadas  en  ambos  experimentos,  4  no  han 
coincidido en la dirección de la expresión (Tabla 14), por lo que podría ser que haya 
genes que se sobre-expresen independientemente del ecotipo y en función de, por 
ejemplo, el sexo del individuo o de su etapa de desarrollo.
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4.4.  Desarrollo  de  un  nuevo  test estadístico  para  detectar 
selección natural direccional 
Nuestros  resultados sugieren  la  actuación  de la  selección natural  en las 
poblaciones de L. saxatilis, pero sin descartar posibles eventos estocásticos, ya que la 
variación puede ser afectada primeramente por deriva para luego ser completada por 
selección (por ejemplo,  Whitehead & Crawford, 2006b).  Para dar un mayor aporte a 
investigaciones futuras basadas en el rastreo de la selección en los genes candidatos 
detectados en este estudio mediante el análisis directo de SNPs, se ha modificado un 
estadístico  con  la  intención  de  que  detecte  selección  divergente  en  el  contexto 
biológico tan específico de estos organismos.  
Los loci que se encuentran bajo el efecto de la selección natural pueden causar 
cambios  en  las  frecuencias  de  los  alelos  adyacentes,  dejando  una  señal  en  los 
patrones de ADN. Esto significa que si hay genes sometidos a barridos selectivos, los 
patrones observados en el ADN cuando hay selección pueden ser diferentes a cuando 
no la hay. Un escenario de especial interés para el estudio de procesos de especiación 
correspondería al análisis de barridos selectivos incompletos.
En  este  trabajo  se  presentan  dos  nuevos  estadísticos  (SvdNa y  SvdMed), 
computacionalmente eficientes, basados en el estadístico Svd de Hussin et al. (2010), 
el cual ha sido específicamente creado para buscar señales genómicas de barridos 
selectivos incompletos en organismos modelo. El Svd es útil para visualizar datos de 
diversidad genómica gracias a las varianzas de las clases alélicas de haplotipos (HAC 
de sus siglas en inglés  Haplotype Allelic  Classes),  que capturan información de la 
diversidad haplotípica y permiten distinguir patrones selectivos. El Svd no es aplicable 
a organismos no modelo porque su cómputo exige distinguir entre alelos ancestrales y 
derivados. Por eso se han desarrollado los dos estadísticos ya mencionados, donde no 
se requiere esta información. Los tres estadísticos se compararon entre ellos en los 
diferentes casos (jugando con la tasa de recombinación r, la tasa de mutación µ y el 
número de generaciones t), considerando los SNPs de las poblaciones por separado o 
conjuntamente, intentando así conocer la potencia de cada estadístico.  Estudiando 
esta  gama de parámetros,  se  trata  de  averiguar  si  estos  estadísticos  pueden ser 
herramientas  útiles  para  detectar  la  huella  de  la  selección  en  el  genoma  de  los 
ecotipos RB y SU de L. saxatilis. 
Debido al aumento de potencia al combinar el valor máximo y medio para cada 
estadístico,  se  ha  utilizado  una  versión  combinada  de  los  mismos  (Cvd,  CvdNa, 
CvdMed). Cuando se comparan Cvd,  CvdNa y  CvdMed se observa que se comportan 
de manera distinta. Se encuentra una fuerte señal de selección positiva en curso en 
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las poblaciones simuladas, sobre todo con los estadísticos Cvd y CvdMed. Nótese que 
el  CvdMed es,  por  definición, máximo  cuando  las  frecuencias  de  los  alelos  son 
intermedias. En  una  metapoblación  donde  consideramos  conjuntamente  dos 
poblaciones  sometidas  a  selección  divergente,  es  más  fácil  encontrar  alelos  a 
frecuencias  intermedias,  por  ello  el  CvdMed es  el  más  potente  en  este  tipo  de 
escenario. También hay que tener en cuenta que en la metapoblación se duplica el 
tamaño poblacional, por lo tanto habrá más SNPs, lo que conlleva a más información. 
El  CvdMed tiene ligeramente mayores porcentajes de detección en la metapoblación 
que  considera  solamente  los  SNPs compartidos  que  en  la  metapoblación  que 
considera todos los SNPs. Esto no es sorprendente, porque los SNPs compartidos son 
los que se supone que están más cercanos a frecuencias intermedias. 
En  los  análisis  de  detección  de  selección  se  utilizaron  dos  fracciones  de 
réplicas: 0,5 (donde se eliminan la mitad de las réplicas) y 0,9 (donde se elimina el 
10% de las réplicas) para determinar el tamaño de ventana. Los resultados muestran 
que la potencia de los estadísticos a la hora de detectar selección es similar para las 
dos fracciones de réplicas tomadas, lo que sugiere que una vez que se llega a un 
tamaño de ventana óptimo, la potencia de los estadísticos no aumenta por mucho que 
siga aumentando el mismo. Por lo tanto, una vez que se tiene el tamaño de ventana 
suficiente para estimar bien las varianzas, aumentarlo perjudica la potencia porque el 
estadístico Svd y sus derivados dividen entre número de SNPs (S) para normalizar. 
La tasa de recombinación, la tasa de mutación y el número de generaciones 
también  afecta  a  los  resultados.  Se  observa  que  para  CvdMed  usando  los  SNPs 
comunes a las dos poblaciones, el efecto de la detección de selección es similar para 
un rango amplio de recombinación. Sin embargo el salto de ausencia a presencia de 
recombinación tiene gran efecto a la hora de detectar selección. Aunque el caso sin 
recombinación es extremo y como tal no muy interesante, se deberá estudiar más a 
fondo el efecto de la recombinación y su relación con el tamaño de ventana. En líneas 
generales, cuanta mayor tasa de mutación, mayor detección de selección hay, debido 
a  que  las  mutaciones  favorecen  la  aparición  de  SNPs.  Asimismo,  cuanto  mayor 
número de generaciones, mayor tiempo hay para que se manifieste el arrastre en un 
mayor  número de alelos  en la población.  Butlin  et  al.  (2014) estimaron que hace 
18.000  generaciones  (9.000  años)  los  ecotipos  suecos  e  ingleses  comenzaron  a 
divergir. Esto contrasta con la estima de Sadedin et al. (2009), que sugieren que los 
ecotipos  suecos  se  formaron  hace  menos  de  1.000  generaciones.  Debido  al 
desacuerdo de las estimas, en esta tesis se han realizado las simulaciones con 5.000 y 
10.000  generaciones.  Es  posible  que  con  5.000  generaciones  no  se  alcance  una 
situación de equilibrio, lo cual explicaría que en el estudio de dos poblaciones, en los 
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casos de 10.000 generaciones, se detecta más selección que en aquellos casos donde 
el número de generaciones es de 5.000.
Hoy día existen una gran variedad de métodos de detección de selección. Entre 
los  métodos  más  citados  se  encuentra  el  test  EHH (Extended  Haplotype 
Homozygosity) (Sabeti et al., 2002) y sus derivados, como el iHS (Voight et al., 2006). 
Estos métodos se basan en que, en regiones adyacentes a posiciones selectivas, se 
detectarán patrones más largos de desequilibrio de ligamiento. Ello será debido a que 
cuanto  más  reciente  sea  el  arrastre  selectivo,  menos  tiempo  habrá  tenido  la 
recombinación para  romper  el  desequilibrio,  y  por  tanto los  haplotipos  serán  más 
largos. La idea del estadístico Svd es similar al enfoque utilizado para calcular el iHS, 
en  el  sentido  de  que  también  asume  que  los  haplotipos  más  largos  serán  más 
frecuentes en presencia de selección. Sin embargo, la principal diferencia es que el 
Svd se centra directamente en estudiar la reducción del valor de la varianza de las 
clases haplotípicas. Entonces con el estadístico Svd, más que estudiar la longitud de 
los haplotipos en homozigosis (como en el  iHS), se contrastan haplotipos que llevan 
un mayor o menor número de alelos. Es sabido que Svd es menos eficiente que iHS 
cuando las frecuencias son intermedias (Hussin et al., 2010), lo cual hace interesante 
la elevada potencia de nuestro estadístico CvdMed a estas frecuencias. 
También se hizo un estudio de cómo pueden variar los resultados de un test en 
función de en qué posición del genoma simulado se establezca el efecto selectivo. En 
general, la mayoría de  los trabajos de detección de selección, para comprobar cuán 
bien funcionan los métodos, sitúan el SNP selectivo de manera aleatoria, en el centro 
del genoma o incluso omiten dicha información, como los métodos EHH y derivados, o 
mismo el Svd de Hussin et al. (2010). Es aquí donde cobra interés este estudio sobre 
el  impacto  de  la  ubicación  del  SNP selectivo,  tanto  a  la  hora  de  localizarlo 
correctamente como de detectar el efecto de la selección en una porción de genoma. 
Se  ha  visto  que  ubicar  el  SNP  selectivo  en  la  posición  intermedia  puede  ser 
contraproducente  pues  hay  una  tendencia,  al  menos  con  estadísticos  tipo  Svd,  a 
localizar  los  valores  máximos del  estadístico  en esta posición. Se  ha  comprobado 
además que la potencia para detectar selección puede ser diferente según sea la 
localización real del SNP selectivo. Nuestros resultados muestran que, a medida que la 
posición selectiva verdadera se acerca al centro del genoma, los estadísticos detectan 
mayor porcentaje de selección. Esto abunda en lo discutido anteriormente sobre la 
importancia de este tipo de información en estudios de otros métodos de detección de 
selección, y que  la mejor localización se relaciona con los casos donde hay mayor 
recombinación. Este hecho hace pensar que existe una posible interacción entre la 
tasa de recombinación y la localización del SNP selectivo. Sin embargo, esta tendencia 
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se  rompe  en  el  escenario  de  la  metapoblación  considerando  solamente  los  SNPs 
compartidos. Parece interesante plantear estudios futuros colocando más posiciones 
selectivas a lo largo del genoma, lo que permitiría comparar la eficiencia de distintos 
estimadores bajo diferentes modelos génicos de adaptación,  como por ejemplo,  el 
modelo  de  efecto  mayor  (pocos  genes  con  gran  efecto)  y  el  modelo  poligénico 
(muchos loci con efecto pequeño). 
Es  importante  considerar  que  la  mayoría  de  los  métodos  tipo  EHH se 
desarrollan para especies modelo, concretamente la humana, es decir especies de las 
cuales  se  conoce  al  menos  un  outgroup,  lo  cual  permite  distinguir  entre  alelos 
ancestrales y derivados. En el caso de la especie humana, la información de la que se 
dispone es tan exhaustiva que permite evaluar regiones e incluso genes candidatos 
(como el de la lactasa). Por todo ello estos métodos quedan, a priori, lejos de ser útiles 
en un caso como el de los ecotipos de L. saxatilis. 
Referente al cálculo de la varianza de la posición selectiva, se observa que en 
los casos neutros la varianzas rondan el valor 0,08, lo que da a entender que estamos 
ante  una  distribución  uniforme.  Pero  en  los  casos  selectivos  se  observa  un 
estrechamiento de la distribución de las varianzas, sobre todo en los casos con una 
alta tasa de recombinación.  Esto es lógico debido a que al  actuar la selección,  la 
distribución de las posiciones debería estrecharse en torno al SNP selectivo, por lo que 
la varianza disminuiría. De hecho, los casos de mayor potencia tienden a tener menor 
varianza (véase correlación -0.7 entre las varianzas del caso selectivo en Tabla 24 y 
los  porcentajes  de  detección  en  Tabla  26  para  SvdMedmax).  Al  estudiar  la 
metapoblación  solamente  con  los  SNPs comunes,  no  se  detectó  esta  pauta 
posiblemente debido a un efecto de muestreo y falta de potencia. 
Por  último,  en  el  análisis  no  paramétrico  en  el  cual  se  comparan  las 
distribuciones de los estadísticos entre las dos poblaciones, los casos selectivos fueron 
en general significativos, mientras que los neutros no. Una excepción a esto fueron los 
casos con tasas de recombinación de 0,015, quizás debido a una excesiva disminución 
en las varianzas poblacionales.  Es decir,  las dos poblaciones serían más parecidas 
entre ellas en estos casos selectivos y habría poca potencia para detectar diferencias. 
Asimismo, un aumento de la tasa de migración entre las dos poblaciones haría más 
difícil que fuesen significativamente distintas. Por tanto este test sería adecuado para 
unos rangos de variación interpoblacional y migración dados. En ese contexto sería 
posible obtener diferentes réplicas (por ejemplo, en distintas localidades) de muestras 
de secuencias de dos poblaciones reales, calcular los valores  SvdMedmax para cada 
población y compararlas: si el resultado es significativo, estaríamos en presencia de 
selección divergente. El análisis no paramétrico sería complementario al uso directo 
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del estadístico combinado, pues parece funcionar mejor precisamente donde CvdMed 
es menos potente. Sin embargo, es necesario un estudio más exhaustivo del rango de 
valores de recombinación y migración,  así  como del número de réplicas necesario 
para saber si tal test podría ser útil en el caso de Littorina saxatilis. 
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Conclusiones
1.-  El  0,36%  del  transcriptoma  secuenciado  de  L.  saxatilis mostró  diferencias 
significativas de expresión a escala local entre los ecotipos RB y SU en la localidad de 
Roncudo. Muchos de los genes que mostraron diferencias de expresión desempeñan 
funciones que podrían estar implicadas en adaptaciones locales, como por ejemplo 
proteínas asociadas al  crecimiento de la concha (con mayor sobre-expresión en el 
ecotipo  RB,  sugiriendo una aportación  de  estas  proteínas  al  mayor  tamaño de la 
concha en RB); o proteínas asociadas al metabolismo energético y al estrés térmico. 
2.-  Las diferencias observadas entre los ecotipos RB y SU de L. saxatilis a lo largo de 
su rango de distribución en Galicia fueron mucho mayores a nivel del transcriptoma 
(un 22,2% tras la corrección multitest SGoF) que a nivel de la variación en secuencia 
genómica (un 7% tras la corrección  multitest  SGoF), indicando una mayor influencia 
de los factores evolutivos y/o ambientales en el transcriptoma.
3.-  Los  resultados  de  esta  tesis  claramente  apoyan  que  la  evolución  fenotípica 
paralela de los ecotipos RB y SU se acompaña de una evolución molecular paralela 
tanto en expresión como en secuencia genómica, lo que implica un papel primordial 
de la selección natural a nivel molecular en el sistema de L. saxatilis,
4.- Los resultados de este estudio apoyan  la hipótesis de que la divergencia fenotípica 
paralela entre los ecotipos RB y SU es debida a un número relativamente pequeño de 
cambios genéticos, ya sea en genes estructurales o regiones reguladoras.   
5.- Existe una falta de dualidad de los cambios en expresión y secuencia genómica 
para los genes que presentaron cambios paralelos. Solamente 13 genes mostraron 
cambios  paralelos  tanto  a  nivel  transcriptómico  como  genómico,  sugiriendo  un 
aparente desacoplamiento entre la evolución en expresión y en secuencia genómica.  
6.- Se aporta una amplia colección de genes identificados y anotados que muestran 
cambios  paralelos  direccionales  en  las  localidades  analizadas,  muchos  de  ellos 
implicados en funciones consistentes con lo esperado a priori en base a las diferencias 
fenotípicas  existentes entre los ecotipos RB y SU,  y que serán la base de futuros 
estudios moleculares basados en el análisis directo de secuencias de ADN. 
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7.- Las técnicas de última generación RNA-Seq y los microarrays se complementan a 
la hora de detectar cambios en expresión, al menos en el contexto de L. saxatilis, ya 
que la expresión diferencial extrema de los genes es detectada más frecuentemente 
por la secuenciación que por los microarrays,  mientras que los microarrays son más 
sensibles a la hora de detectar diferencias moderadas en expresión.
8.- Se ha desarrollado una nueva variante del método  Svd para detectar selección 
natural divergente en especies no modelo. Las simulaciones por ordenador muestran 
un comportamiento parecido al de estadísticos similares, con la notable mejoría de 
que  el  estadístico  propuesto  puede  aplicarse  a  especies  de  las  que  no  se  tenga 
información suficiente de sus filogenias.
9.- Las simulaciones por ordenador realizadas en esta tesis indican que la posición real 
que ocupa el SNP selectivo en el genoma afecta a la capacidad y potencia de algunos 
métodos  para  localizar  dicha  posición,  obteniéndose  localizaciones  más  precisas 
cuando la posición real se halla lejos de los extremos del genoma.
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Apéndices
Apéndice  1. Explicación  de  la  extensión  de  la  fórmula  de  Derome  et  al.,  2006 
(comunicación  personal  de  Pierre  Duchesne).  Cálculo  del p-valor en  un  número 
observado de coincidencias en 2 y 3 poblaciones.
- Two populations
Suppose we represent significant genes and non significant genes by symbols 
S and N, respectively. Then the ordered list of K genes corresponding to population P1 
may be thought of as a list L1 such as [S, N, N, N, S, S, N, S …, N]. Population P2 is 
likewise represented by L2 with the order of genes as in L1. We define the observed 
(empirical) number of coincidences statistic C(L1, L2) as the number of times that S 
symbols  has  been  found  at  the  same  position  (index)  in  L1  and  L2.  We  wish  to 
compute the probability (p-value) of obtaining numbers of coincidences as high or 
higher than C(L1, L2) if the significant genes (S) in L1 were redistributed randomly 
over the K indices of L1 and likewise the S symbols randomly scattered over L2. 
First we calculate P(X; K, Z1, Z2), the probability of X coincidences, given Z1, Z2, the 
numbers of S symbols in L1, L2 respectively and of K, the length (number of genes) of 
both L1 and L2. 
Focusing on L2, let us construct a favorable arrangement i.e. an arrangement 
of its Z2  S symbols such that a number X of coincidences with the Z1  S in L1 are 
produced. As a first step, we choose X indices among the Z1 indices corresponding to 
the S symbols found in L1. Once these X indices are occupied by S symbols in L2, we 
have to distribute the remaining (Z2 – X) S symbols of L2, taking care not to produce 
new coincidences between L1  and L2  i.e.  avoiding  those  Z1 indices  where  the  S 
symbols stand in L1. Thus, we choose the indices of the remaining (Z2 – X) S symbols 
among the (K – Z1) indexes available in L1. Using standard mathematical notation, the 
number  of  favorable  arrangements  of  the  Z2  S symbols  in  L2  is  thus  equal  to: 
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C X
Z1 CZ2−X
K−Z1 ,  where  mnC stands  for  the  number  of  choices  (combinations)  of  n 
elements among a set of m elements.
The total number of arrangements of the Z2 S symbols in L2 is CZ2
K
Therefore P(X; K, Z1, Z2) = 
C X
Z1 C Z2−X
K−Z1
C Z2
K
The p-value for the observed number of coincidences C(L1, L2) is the sum of all 
P(X; K, Z1, Z2) with X ≥ C(L1, L2)
-Three populations
First, we calculate P(X; K, Z1, Z2, Z3), the probability of X coincidences, given 
K, the length (number of genes) and  Z1, Z2, Z3, the numbers of S symbols in L1, L2, 
and L3,  respectively. We define the observed number of coincidences statistic C(L1, 
L2, L3) as the number of times that the  S symbols have been found at the same 
position (index) in all three lists (L1, L2, L3).
 Observing  that  for  each  coincidence  in  L1,  L2,  L3,  there  is  necessarily  a 
coincidence in L1, L2, we condition on the number of coincidences in P1, P2 ranging 
from X to K. Each coincidence in (L1, L2) may then be seen as the equivalent of an S 
symbol for L1 and L2 taken together. Then the compound list (L1, L2) and the third list 
L3 may be processed as in i) with two simple lists.
Based on the above result for two lists, we obtain: 
( ) ( ) ( )0; , 1, 2, 3 ; , 1, 2 ; , , 3K XiP X K Z Z Z P X i K Z Z P X K X i Z−== + +  ∑
The p-value for the observed number of coincidences C(L1, L2, L3) is the sum 
of all P(X; K, Z1, Z2, Z3) with X ≥ C(L1, L2, L3).
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Apéndice 2. Isoformas anotadas en el experimento de RNA-Seq con diferencias estadísticamente significativas de expresión (p-valor) 
entre los ecotipos RB y SU. 
ID isoforma1 Accession2 Anotación FC3 p-valor
Locus_107480_Transcrito_1/2_Confianza_0,593_Longitud_1334 O76767 ER lumen protein retaining receptor 160,37 9,64E-009
Locus_5066_Transcrito_13/14_Confianza_0,137_Longitud_2046 A8Y1P7 Beta-1 4-N-acetylgalactosaminyltransferase brE-4 43,74 2,95E-066
Locus_175068_Transcrito_4/4_Confianza_0,959_Longitud_1539 Q8N0N3 Beta-1 3-glucan-binding protein 35,45 2,09E-051
Locus_236210_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_218 P55067 Neurocan core protein -33,33 2,92E-010
Locus_1086_Transcrito_13/17_Confianza_0,245_Longitud_3161 Q5IJ48 Crumbs homolog 2 -33,33 7,18E-009
Locus_54045_Transcrito_6/15_Confianza_0,400_Longitud_2327 P96575 Putative acyl--CoA ligase YdaB 28,34 3,14E-019
Locus_742_Transcrito_4/9_Confianza_0,275_Longitud_2546 Q6AY09 Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2 27,22 5,42E-058
Locus_141687_Transcrito_2/2_Confianza_0,975_Longitud_896 Q2QI47 Usherin 25,17 2,02E-011
Locus_103678_Transcrito_8/13_Confianza_0,077_Longitud_972 P21941 Cartilage matrix protein -20,00 2,39E-019
Locus_164197_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_1320 Q5XII0 Mammalian ependymin-related protein 1 19,97 8,30E-037
Locus_3251_Transcrito_9/10_Confianza_0,213_Longitud_238 Q6F3F9 G-protein coupled receptor 126 16,88 6,66E-056
Locus_165329_Transcrito_2/2_Confianza_0,984_Longitud_2253 P38535 Exoglucanase xynX 13,44 1,45E-021
Locus_124663_Transcrito_3/4_Confianza_0,550_Longitud_401 P23612 Tryptophanyl-tRNA synthetase  cytoplasmic -12,50 2,71E-147
Locus_104990_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_872 A0E358 Cathepsin L 2 11,34 1,38E-041
Locus_104990_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_872 Q95218 Deleted in malignant brain tumors 1 protein 11,34 1,48E-028
Locus_66313_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1581 Q05870 Paramyosin -11,11 3,98E-020
Locus_121318_Transcrito_6/10_Confianza_0,044_Longitud_271 Q34946 ATP synthase subunit a -11,11 4,35E-018
Locus_77658_Transcrito_8/10_Confianza_0,062_Longitud_187 Q67E05 Bactericidal permeability-increasing protein -11,11 4,27E-016
Locus_186329_Transcrito_1/1_Confianza_0,800_Longitud_1009 A8XMW6 Cell death abnormality protein 1 -11,11 1,46E-008
Locus_64274_Transcrito_2/2_Confianza_0,903_Longitud_1522 Q15582 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 11,09 7,07E-030
Locus_74585_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1405 B3R0N4 Probable cytosol aminopeptidase 10,74 2,38E-048
Locus_105698_Transcrito_2/2_Confianza_0,900_Longitud_510 Q9LXW3 Probable cysteine proteinase At3g43960 10,51 4,62E-024
Locus_234133_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1008 Q96RW7 Hemicentin-1 10,10 4,82E-036
Locus_460_Transcrito_3/3_Confianza_0,959_Longitud_2832 P59889 Zinc transporter ZIP1 -9,09 1,94E-018
Locus_49832_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1219 Q5G271 Neurotrypsin 8,95 5,00E-025
Locus_237967_Transcrito_3/3_Confianza_0,846_Longitud_219 P24733 Myosin heavy chain  striated muscle -8,33 8,77E-023
Locus_227018_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_301 P55066 Neurocan core protein -8,33 4,61E-011
Locus_6427_Transcrito_6/8_Confianza_0,347_Longitud_901 P98088 Mucin-5AC (Fragments) 7,81 2,31E-010
Locus_19029_Transcrito_22/24_Confianza_0,028_Longitud_154 Q7ZVJ8 UPF0585 protein C16orf13 homolog A -7,69 7,29E-031
Locus_121228_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_799 P86854 Perlucin-like protein -7,69 4,74E-014
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Locus_238037_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_455 Q8JGT4 Netrin receptor UNC5B 7,41 4,77E-018
Locus_236220_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_649 Q96RW7 Hemicentin-1 7,23 3,13E-033
Locus_105_Transcrito_366/368_Confianza_0,006_Longitud_737 Q8IVF4 Dynein heavy chain 10  axonemal -7,14 4,65E-124
Locus_72095_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1733 P70677 Caspase-3 6,94 6,20E-030
Locus_263254_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_200 A6NK21 Putative zinc finger protein LOC730110 6,83 2,98E-010
Locus_15700_Transcrito_2/2_Confianza_0,952_Longitud_2031 P16086 Spectrin alpha chain brain -6,67 6,29E-132
Locus_145159_Transcrito_1/9_Confianza_0,049_Longitud_260 Q5ZIJ9 E3 ubiquitin-protein ligase MIB2 -6,67 1,40E-112
Locus_67067_Transcrito_5/7_Confianza_0,342_Longitud_743 A8XMW6 Cell death abnormality protein 1 -6,67 3,20E-013
Locus_75562_Transcrito_9/12_Confianza_0,047_Longitud_165 Q09170 Serine/threonine-protein kinase cds1 -6,67 1,52E-009
Locus_74166_Transcrito_36/38_Confianza_0,100_Longitud_1682 Q66GV0 Protein Mpv17 6,46 1,69E-013
Locus_15899_Transcrito_5/13_Confianza_0,212_Longitud_1403 Q1JQA3 AP-3 complex subunit sigma-2 -6,25 1,55E-024
Locus_226945_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_512 Q8WNR9 Cystatin-A -6,25 3,37E-014
Locus_1718_Transcrito_9/11_Confianza_0,142_Longitud_660 Q9H7B2 Ribosome production factor 2 homolog 6,15 1,08E-089
Locus_2137_Transcrito_9/10_Confianza_0,034_Longitud_1259 Q89703 Putative enzymatic polyprotein 6,04 2,89E-012
Locus_84828_Transcrito_2/8_Confianza_0,061_Longitud_393 P00443 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -5,88 3,52E-032
Locus_16036_Transcrito_30/38_Confianza_0,056_Longitud_416 P12659 Hemocyanin A-type units Ode to Odg (Fragment) -5,88 1,43E-028
Locus_244047_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_277 Q8ISH7 Feeding circuit activating peptides -5,88 1,02E-018
Locus_104551_Transcrito_76/100_Confianza_1,000_Longitud_218 Q06561 Basement membrane proteoglycan -5,88 6,94E-012
Locus_127410_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_259 Q7T0T0 Collectin-11 -5,88 5,49E-009
Locus_227354_Transcrito_4/9_Confianza_0,530_Longitud_2760 Q63945 Protein SET -5,88 4,50E-007
Locus_46998_Transcrito_2/4_Confianza_0,786_Longitud_1158 Q5EB14 Sugar transporter SWEET1 5,71 1,55E-014
Locus_1990_Transcrito_3/3_Confianza_0,847_Longitud_2136 Q92058 Alkaline phosphatase tissue-nonspecific isozyme -5,56 3,36E-113
Locus_2641_Transcrito_3/3_Confianza_0,909_Longitud_1418 Q6RY07 Acidic mammalian chitinase -5,56 9,54E-103
Locus_18554_Transcrito_6/9_Confianza_0,186_Longitud_1168 Q61555 Fibrillin-2 -5,56 3,29E-080
Locus_30576_Transcrito_4/4_Confianza_0,759_Longitud_1233 Q8NHV1 GTPase IMAP family member 7 -5,56 2,29E-017
Locus_28044_Transcrito_3/3_Confianza_0,938_Longitud_1256 Q9P215 Pogo transposable element with KRAB domain -5,56 1,29E-015
Locus_3062_Transcrito_13/15_Confianza_0,524_Longitud_6426 P42679 Megakaryocyte-associated tyrosine-protein kinase 5,46 1,60E-041
Locus_5570_Transcrito_7/10_Confianza_0,064_Longitud_259 P61866 60S ribosomal protein L12 -5,26 3,88E-066
Locus_1793_Transcrito_10/11_Confianza_0,348_Longitud_1324 Q96RW7 Hemicentin-1 -5,26 8,15E-020
Locus_3683_Transcrito_8/14_Confianza_0,093_Longitud_777 Q5K651 Sterile alpha motif domain-containing protein 9 -5,26 2,74E-014
Locus_648_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1617 Q96Q07 BTB/POZ domain-containing protein 9 -5,26 0
Locus_25523_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_2372 P18652 Ribosomal protein S6 kinase 2 alpha -5,26 0
Locus_178833_Transcrito_2/2_Confianza_0,875_Longitud_442 P69150 Histone H3 5,13 3,90E-059
Locus_248596_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_270 P0CG82 Polyubiquitin 5,06 9,15E-044
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Locus_21673_Transcrito_5/7_Confianza_0,145_Longitud_242 Q99LI8 Hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate -5,00 3,39E-082
Locus_236168_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_425 P24733 Myosin heavy chain striated muscle -5,00 4,30E-057
Locus_50903_Transcrito_3/3_Confianza_0,679_Longitud_649 P08548 LINE-1 reverse Transcritoase homolog -5,00 9,21E-025
Locus_48313_Transcrito_9/9_Confianza_0,545_Longitud_1393 P11369 Retrovirus-related Pol polyprotein LINE-1 -5,00 2,58E-022
Locus_284_Transcrito_9/9_Confianza_0,245_Longitud_725 O75445 Usherin -5,00 2,28E-018
Locus_226340_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_452 P32018 Collagen alpha-1(XIV) chain -5,00 1,96E-016
Locus_121465_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_957 P74897 Universal stress protein in QAH/OAS sulfhydrylase 3'region -5,00 4,37E-007
Locus_229487_Transcrito_2/2_Confianza_0,920_Longitud_791 P09482 Neuronal acetylcholine receptor subunit alpha-4 -4,76 6,74E-021
Locus_232031_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_267 A2AV25 Fibrinogen C domain-containing protein 1 -4,76 5,27E-015
Locus_10579_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_653 P00993 Chelonianin -4,76 6,25E-013
Locus_229697_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_285 P98157 Low-density lipoprotein receptor-related protein 1 -4,55 2,74E-016
Locus_115262_Transcrito_2/2_Confianza_0,971_Longitud_1251 P10587 Myosin-11 4,54 1,98E-008
Locus_30831_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_2118 Q09621 Beta-lactamase domain-containing protein 2 4,38 2,81E-052
Locus_1_Transcrito_7/7_Confianza_0,382_Longitud_1504 Q8JHV6 Laminin subunit beta-4 -4,35 6,38E-012
Locus_234107_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_408 P41951 Prion-likE-(Q/N-rich) domain-bearing protein 25 -4,35 2,80E-008
Locus_30331_Transcrito_8/8_Confianza_0,609_Longitud_2268 P02508 Alpha-crystallin A chain (Fragment) 4,25 1,28E-009
Locus_9602_Transcrito_7/8_Confianza_0,264_Longitud_1039 P35555 Fibrillin-1 4,21 9,00E-033
Locus_80440_Transcrito_5/5_Confianza_0,289_Longitud_203 Q5I0H4 Transmembrane and coiled-coil domains protein 1 -4,17 1,96E-056
Locus_957_Transcrito_6/8_Confianza_0,425_Longitud_1475 Q8WZ42 Titin -4,17 3,36E-038
Locus_121621_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_582 A4IGK3 cAMP-responsive element-binding protein-like 2 -4,17 1,76E-026
Locus_215216_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_590 P35003 Chymotrypsin-like serine proteinase 4,14 2,91E-032
Locus_18175_Transcrito_3/4_Confianza_0,404_Longitud_1347 A6BM72 Multiple epidermal growth factor-like domains protein 11 4,13 2,54E-015
Locus_73541_Transcrito_4/7_Confianza_0,653_Longitud_2429 Q8NFS9 N-acetyllactosaminide beta-1 6-N-acetylglucosaminyl-transferase isoform C 4,02 1,53E-048
Locus_127120_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1563 Q20930 ADAM family mig-17 -4,00 4,79E-026
Locus_43647_Transcrito_7/7_Confianza_0,632_Longitud_1109 Q28019 Latent-transforming growth factor beta-binding protein 2 -4,00 2,34E-010
Locus_124005_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1336 Q9WTS6 Teneurin-3 -4,00 4,33E-009
Locus_18947_Transcrito_5/5_Confianza_0,433_Longitud_890 P41827 Heat shock protein 70 B2 3,94 2,24E-027
Locus_83009_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1058 Q9GLD9 UDP-glucuronosyltransferase 2B33 3,89 5,72E-051
Locus_6992_Transcrito_7/8_Confianza_0,284_Longitud_2021 Q80YR4 Zinc finger protein 598 -3,85 1,67E-088
Locus_6429_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_5315 A2AVA0 Sushi von Willebrand factor type A EGF and pentraxin domain-containing protein 1 -3,85 1,76E-039
Locus_11339_Transcrito_4/4_Confianza_0,846_Longitud_1336 O88407 Fas apoptotic inhibitory molecule 2 -3,85 1,34E-034
Locus_16798_Transcrito_3/3_Confianza_0,769_Longitud_791 P58022 Lysyl oxidase homolog 2 -3,85 8,80E-021
Locus_226407_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1000 Q60648 Ganglioside GM2 activator -3,85 1,18E-018
Locus_238005_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_273 A2ARV4 Low-density lipoprotein receptor-related protein 2 -3,85 5,59E-017
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Locus_7827_Transcrito_7/8_Confianza_0,103_Longitud_456 O15169 Axin-1 -3,85 8,51E-016
Locus_239377_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_281 Q9D855 Cytochrome b-c1 complex subunit 7 -3,85 2,10E-016
Locus_492_Transcrito_8/8_Confianza_0,330_Longitud_1396 Q7RTP6 Protein MICAL-3 -3,85 4,92E-011
Locus_27314_Transcrito_5/11_Confianza_0,321_Longitud_784 P79953 Ovochymase-2 -3,85 8,65E-010
Locus_3994_Transcrito_22/22_Confianza_0,109_Longitud_404 A6NKZ8 Putative tubulin beta chain-like protein ENSP00000290377 -3,85 3,84E-010
Locus_17030_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1728 D3ZDK2 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 D1 -3,85 2,70E-009
Locus_128707_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_808 Q3ZDQ5 Caveolin-3 3,79 1,04E-008
Locus_73778_Transcrito_25/28_Confianza_0,081_Longitud_652 P21328 RNA-directed DNA polymerase from mobile element jockey 3,77 6,70E-012
Locus_9800_Transcrito_26/28_Confianza_0,090_Longitud_2126 P10394 Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 412 3,74 1,05E-027
Locus_90131_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1221 P41351 Tubulin alpha chain 3,72 0
Locus_8958_Transcrito_1/3_Confianza_0,909_Longitud_1368 P70684 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NAD+] -3,70 7,56E-041
Locus_226564_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_191 Q8T6A5 Tubulin alpha-1 chain -3,70 3,09E-031
Locus_226300_Transcrito_2/2_Confianza_0,857_Longitud_254 Q4JQI1 Cytochrome c oxidase subunit 3 -3,70 1,07E-028
Locus_5674_Transcrito_5/6_Confianza_0,240_Longitud_317 Q19269 Zinc metalloproteinase nas-14 -3,70 7,18E-016
Locus_226829_Transcrito_4/5_Confianza_0,462_Longitud_185 P43974 Putative glycosyltransferase HI_0258 -3,70 6,92E-007
Locus_267_Transcrito_8/11_Confianza_0,198_Longitud_1604 Q23551 Twitchin -3,70 0
Locus_169290_Transcrito_3/3_Confianza_0,786_Longitud_384 Q6NT99 Dual specificity protein phosphatase 23 3,63 1,81E-015
Locus_7528_Transcrito_39/40_Confianza_0,052_Longitud_1294 A2ASS6 Titin 3,63 3,40E-014
Locus_237528_Transcrito_3/4_Confianza_0,571_Longitud_637 Q95SX7 Probable RNA-directed DNA polymerase from transposon BS 3,63 1,75E-010
Locus_12987_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1781 Q51330 Oxalate:formate antiporter 3,61 2,29E-011
Locus_182282_Transcrito_5/7_Confianza_0,387_Longitud_667 P10758 Lithostathine 3,59 7,48E-017
Locus_30214_Transcrito_16/16_Confianza_0,047_Longitud_329 Q8TC07 TBC1 domain family member 15 -3,57 3,78E-154
Locus_18256_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1096 P70684 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase [NAD+] -3,57 7,88E-032
Locus_124845_Transcrito_3/4_Confianza_0,357_Longitud_1376 Q28IJ3 Prostamide/prostaglandin F synthase -3,57 3,12E-018
Locus_250858_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_350 P35441 Thrombospondin-1 3,55 6,27E-013
Locus_11032_Transcrito_3/3_Confianza_0,543_Longitud_1172 Q09575 Uncharacterized protein K02A2.6 3,50 1,10E-039
Locus_38726_Transcrito_8/10_Confianza_0,149_Longitud_713 P03934 Transposable element Tc1 transposase 3,47 1,63E-033
Locus_17132_Transcrito_6/8_Confianza_0,507_Longitud_2523 P98133 Fibrillin-1 3,46 8,03E-073
Locus_27578_Transcrito_2/3_Confianza_0,440_Longitud_1039 Q8VDJ3 Vigilin -3,45 9,66E-084
Locus_229514_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_382 P24733 Myosin heavy chain striated muscle -3,45 1,09E-036
Locus_36828_Transcrito_9/10_Confianza_0,250_Longitud_1881 Q86WV1 Src kinasE-associated phosphoprotein 1 -3,45 4,73E-015
Locus_6385_Transcrito_9/9_Confianza_0,372_Longitud_3392 Q2NKS3 Proteasome assembly chaperone 3 3,43 1,47E-015
Locus_50020_Transcrito_7/8_Confianza_0,196_Longitud_1005 Q99JY3 GTPase IMAP family member 4 3,41 1,72E-016
Locus_83899_Transcrito_2/2_Confianza_0,944_Longitud_971 A0E358 Cathepsin L 2 3,36 3,87E-051
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Locus_26664_Transcrito_5/5_Confianza_0,478_Longitud_1208 Q3MHG1 Serine palmitoyltransferase 1 -3,33 1,70E-134
Locus_232986_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_311 P52273 Tubulin alpha chain -3,33 4,64E-056
Locus_96497_Transcrito_3/9_Confianza_0,141_Longitud_292 Q5ZKX1 Charged multivesicular body protein 1b -3,33 2,17E-051
Locus_135138_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_411 P86854 Perlucin-like protein -3,33 1,48E-009
Locus_121117_Transcrito_6/8_Confianza_0,174_Longitud_315 Q9IBG7 Kielin/chordin-like protein -3,33 8,89E-008
Locus_1311_Transcrito_6/10_Confianza_0,077_Longitud_232 P00432 Catalase -3,33 0
Locus_15752_Transcrito_5/6_Confianza_0,411_Longitud_1908 Q792I0 Protein lin-7 homolog C -3,23 2,46E-071
Locus_4280_Transcrito_4/5_Confianza_0,438_Longitud_1297 P24668 Cation-dependent mannose-6-phosphate receptor -3,23 1,10E-032
Locus_196073_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_767 Q4KUS1 WAP four-disulfide core domain protein 8 -3,23 1,99E-014
Locus_231495_Transcrito_2/7_Confianza_0,244_Longitud_209 P80028 Thioredoxin H-type -3,23 6,13E-008
Locus_1621_Transcrito_247/252_Confianza_0,003_Longitud_596 Q8NBL1 Protein O-glucosyltransferase 1 3,21 1,24E-071
Locus_5843_Transcrito_8/8_Confianza_0,556_Longitud_3372 Q95SX7 Probable RNA-directed DNA polymerase from transposon BS 3,20 4,27E-036
Locus_7930_Transcrito_2/2_Confianza_0,950_Longitud_1252 P27867 Sorbitol dehydrogenase -3,13 8,45E-093
Locus_121762_Transcrito_7/8_Confianza_0,356_Longitud_546 P28024 Proteasome subunit beta type-4 (Fragment) -3,13 6,07E-071
Locus_73586_Transcrito_4/4_Confianza_0,647_Longitud_1805 O73872 Superoxide dismutase [Cu-Zn] -3,13 4,19E-045
Locus_5518_Transcrito_11/12_Confianza_0,318_Longitud_2398 P82198 Transforming growth factor-beta-induced protein ig-h3 3,07 1,85E-031
Locus_102365_Transcrito_8/10_Confianza_0,132_Longitud_484 P00130 Cytochrome b-c1 complex subunit 9 3,07 1,50E-007
Locus_32450_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1588 Q9ET66 Peptidase inhibitor 16 3,06 2,96E-031
Locus_5311_Transcrito_3/3_Confianza_0,950_Longitud_2841 O94910 Latrophilin-1 -3,03 3,98E-080
Locus_15892_Transcrito_6/6_Confianza_0,534_Longitud_1711 Q7TN88 Polycystic kidney disease protein 1-like 2 -3,03 6,13E-015
Locus_226473_Transcrito_4/5_Confianza_0,220_Longitud_254 Q8TGM6 Protein TAR1 -3,03 7,98E-014
Locus_242392_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_158 P0CG55 Polyubiquitin-B -3,03 8,15E-008
Locus_89695_Transcrito_14/18_Confianza_0,034_Longitud_524 Q9WVA4 Transgelin-2 -3,03 1,66E-007
Locus_30820_Transcrito_5/8_Confianza_0,531_Longitud_1184 Q99JY3 GTPase IMAP family member 4 -3,03 1,10E-007
Locus_4351_Transcrito_7/8_Confianza_0,261_Longitud_1804 Q14247 Src substrate cortactin 2,97 2,29E-047
Locus_8138_Transcrito_22/25_Confianza_0,309_Longitud_1629 P56597 Nucleoside diphosphate kinase homolog 5 2,96 1,58E-078
Locus_227130_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_717 Q9NFT7 Hexokinase type 2 -2,94 3,00E-030
Locus_17136_Transcrito_5/5_Confianza_0,333_Longitud_237 Q7ZVQ8 Influenza virus NS1A-binding protein homolog B -2,94 4,60E-019
Locus_17136_Transcrito_5/5_Confianza_0,333_Longitud_237 Q90YU3 60S ribosomal protein L24 -2,94 1,80E-019
Locus_44219_Transcrito_29/36_Confianza_0,030_Longitud_645 P37397 Calponin-3 -2,94 4,17E-009
Locus_71_Transcrito_35/43_Confianza_0,030_Longitud_408 O75689 Arf-GAP with dual PH domain-containing protein 1 -2,86 4,99E-018
Locus_91245_Transcrito_5/7_Confianza_0,493_Longitud_1480 Q76CA2 Echotoxin-2 -2,86 1,83E-011
Locus_226787_Transcrito_2/2_Confianza_0,889_Longitud_749 Q8WZ42 Titin -2,86 1,48E-011
Locus_132198_Transcrito_9/12_Confianza_0,277_Longitud_958 Q5REU4 Staphylococcal nuclease domain-containing protein 1 -2,86 0
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Locus_3372_Transcrito_6/6_Confianza_0,370_Longitud_993 A6QP79 Collectin-12 2,78 7,63E-013
Locus_11583_Transcrito_1/5_Confianza_0,511_Longitud_1403 P18258 Tubulin alpha-1 chain -2,78 2,48E-134
Locus_232046_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_313 Q29116 Tenascin -2,78 1,97E-022
Locus_1887_Transcrito_7/7_Confianza_0,146_Longitud_199 Q86UV5 Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 48 -2,78 8,37E-021
Locus_18666_Transcrito_10/10_Confianza_0,212_Longitud_1054 P21783 Neurogenic locus notch protein homolog -2,78 1,33E-007
Locus_1840_Transcrito_6/8_Confianza_0,496_Longitud_2852 P48601 26S protease regulatory subunit 4 -2,78 0
Locus_2489_Transcrito_5/7_Confianza_0,547_Longitud_2680 O08738 Caspase-6 2,75 2,47E-015
Locus_92407_Transcrito_2/2_Confianza_0,969_Longitud_1574 Q8VCS0 N-acetylmuramoyl-L-alanine amidase -2,70 3,56E-037
Locus_221594_Transcrito_2/4_Confianza_0,125_Longitud_342 P16275 Non-neuronal cytoplasmic intermediate filament protein B -2,70 1,09E-037
Locus_10088_Transcrito_72/78_Confianza_0,186_Longitud_4670 P03934 Transposable element Tc1 transposase -2,70 7,58E-013
Locus_230431_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_141 P43689 Tropomyosin-2 -2,70 4,22E-009
Locus_1922_Transcrito_9/10_Confianza_0,171_Longitud_720 Q96AX9 E3 ubiquitin-protein ligase MIB2 -2,63 6,15E-049
Locus_208853_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_233 Q63429 Polyubiquitin-C -2,63 7,32E-017
Locus_7391_Transcrito_6/10_Confianza_0,110_Longitud_748 P23116 Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit A 2,59 0
Locus_3022_Transcrito_50/50_Confianza_0,521_Longitud_11772 P04323 Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 17.6 -2,56 3,21E-029
Locus_2300_Transcrito_73/78_Confianza_0,057_Longitud_1915 Q20176 Zinc metalloproteinase nas-39 -2,50 1,76E-010
Locus_18192_Transcrito_18/19_Confianza_0,302_Longitud_3107 O57521 Heat shock protein HSP 90-beta -2,50 0
Locus_53481_Transcrito_15/17_Confianza_0,206_Longitud_2269 Q75N73 Zinc transporter ZIP14 -2,44 2,38E-056
Locus_7353_Transcrito_6/10_Confianza_0,179_Longitud_1807 Q6ZV29 Patatin-like phospholipase domain-containing protein 7 - (no RB) 2,58E-168
Locus_23196_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_461 P12543 Tubulin alpha chain - (no RB) 1,99E-083
Locus_81659_Transcrito_1/2_Confianza_0,250_Longitud_453 P10079 Fibropellin-1 - (no RB) 6,43E-065
Locus_75347_Transcrito_3/4_Confianza_0,935_Longitud_1189 Q8VEB4 Group XV phospholipase A2 - (no RB) 2,49E-037
Locus_16084_Transcrito_5/13_Confianza_0,122_Longitud_1194 P21328 RNA-directed DNA polymerase from mobile element jockey - (no RB) 2,37E-035
Locus_64989_Transcrito_3/3_Confianza_0,895_Longitud_647 Q91ZX7 Prolow-density lipoprotein receptor-related protein 1 - (no RB) 7,21E-030
Locus_75302_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1499 P20533 Chitinase A1 - (no RB) 3,44E-027
Locus_164893_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_670 Q01528 Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor - (no RB) 8,90E-026
Locus_84482_Transcrito_2/4_Confianza_0,812_Longitud_793 Q8N2E2 von Willebrand factor D and EGF domain-containing protein - (no RB) 4,67E-022
Locus_79984_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_427 O89110 Caspase-8 - (no RB) 5,29E-018
Locus_73805_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_866 Q5BL44 Sodium-dependent phosphate transporter 1 - (no RB) 1,77E-018
Locus_79051_Transcrito_3/3_Confianza_0,750_Longitud_548 P20533 Chitinase A1 - (no RB) 9,14E-011
Locus_72027_Transcrito_4/5_Confianza_0,194_Longitud_375 Q9Y6C2 EMILIN-1 - (no RB) 8,26E-011
Locus_105597_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_839 Q23892 Lysosomal beta glucosidase - (no RB) 2,38E-011
Locus_73792_Transcrito_7/7_Confianza_0,571_Longitud_956 Q62210 Baculoviral IAP repeat-containing protein 2 - (no RB) 9,42E-010
Locus_164016_Transcrito_4/9_Confianza_0,556_Longitud_1057 Q9XWD6 Cell death abnormality protein 1 - (no RB) 5,35E-008
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Locus_71289_Transcrito_2/2_Confianza_0,909_Longitud_739 P07053 Pathogenesis-related protein 1B - (no RB) 4,96E-007
Locus_39382_Transcrito_3/3_Confianza_0,727_Longitud_454 P31671 Glutathione S-transferase class-mu 26 kDa isozyme 7 - (no SU) 1,13E-051
Locus_114534_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1683 Q95218 Deleted in malignant brain tumors 1 protein - (no SU) 5,74E-049
Locus_20612_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_658 P14202 Tegument antigen - (no SU) 4,33E-046
Locus_18124_Transcrito_2/2_Confianza_0,950_Longitud_1928 Q9UNW1 Multiple inositol polyphosphate phosphatase 1 - (no SU) 9,80E-040
Locus_227191_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_283 P62972 Polyubiquitin (Fragment) - (no SU) 2,30E-039
Locus_26492_Transcrito_2/2_Confianza_0,909_Longitud_503 Q5G271 Neurotrypsin - (no SU) 6,64E-036
Locus_227536_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_459 Q95218 Deleted in malignant brain tumors 1 protein - (no SU) 1,51E-035
Locus_38184_Transcrito_2/5_Confianza_0,412_Longitud_491 Q5BKQ4 Pancreatic lipase-related protein 1 - (no SU) 2,46E-034
Locus_10773_Transcrito_1/2_Confianza_1,000_Longitud_919 Q96RW7 Hemicentin-1 - (no SU) 8,87E-032
Locus_2410_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_529 Q95218 Deleted in malignant brain tumors 1 protein - (no SU) 1,73E-032
Locus_7778_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_846 Q8BYI9 Tenascin-R - (no SU) 4,34E-031
Locus_6882_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_934 Q8CG09 Multidrug resistance-associated protein 1 - (no SU) 4,17E-031
Locus_30959_Transcrito_7/11_Confianza_0,113_Longitud_429 Q2VLG6 Scavenger receptor cysteine-rich type 1 protein M130 - (no SU) 5,98E-028
Locus_6709_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_820 P34846 NADH-ubiquinone oxidoreductase chain 1 - (no SU) 3,83E-025
Locus_36478_Transcrito_2/5_Confianza_0,270_Longitud_495 Q76CA2 Echotoxin-2 - (no SU) 1,29E-025
Locus_128995_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_383 Q04833 Low-density lipoprotein receptor-related protein - (no SU) 7,59E-022
Locus_35815_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_707 Q92539 Phosphatidate phosphatase LPIN2 - (no SU) 5,00E-022
Locus_7633_Transcrito_3/3_Confianza_0,963_Longitud_3141 Q9NUV9 GTPase IMAP family member 4 - (no SU) 2,48E-022
Locus_66050_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_820 Q9IAT6 Delta-like protein C - (no SU) 7,12E-021
Locus_21740_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_325 Q8WTU2 Scavenger receptor cysteinE-rich domain-containing group B protein - (no SU) 6,46E-021
Locus_14821_Transcrito_9/9_Confianza_0,196_Longitud_460 Q9CX98 Cytochrome P450 2U1 - (no SU) 3,58E-021
Locus_28644_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_1087 B2RWS6 Histone acetyltransferase p300 - (no SU) 2,53E-021
Locus_27923_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_779 Q5ZIJ9 E3 ubiquitin-protein ligase MIB2 - (no SU) 8,86E-018
Locus_47325_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_995 Q28062 Brevican core protein - (no SU) 7,59E-018
Locus_128034_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_780 Q6DEY7 Embryonic polyadenylatE-binding protein - (no SU) 5,20E-018
Locus_108839_Transcrito_3/4_Confianza_0,522_Longitud_404 Q28988 Cystatin-A1 - (no SU) 1,44E-017
Locus_61089_Transcrito_2/2_Confianza_1,000_Longitud_649 Q8WTP8 Apoptosis-enhancing nuclease - (no SU) 6,62E-015
Locus_4349_Transcrito_2/3_Confianza_0,333_Longitud_678 Q98931 Low-density lipoprotein receptor-related protein 8 - (no SU) 6,35E-013
Locus_37735_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_371 Q9WVR8 Menin - (no SU) 4,84E-013
Locus_17197_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_805 Q6CQE5 Protein TAR1 - (no SU) 4,50E-012
Locus_226335_Transcrito_3/4_Confianza_0,258_Longitud_169 Q9VWB0 Tectonin beta-propeller repeat-containing protein - (no SU) 3,42E-012
Locus_5658_Transcrito_2/2_Confianza_0,875_Longitud_701 Q95P09 Protein TsetseEP - (no SU) 8,71E-011
Locus_21525_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_683 P0CE10 Putative uncharacterized protein At4g01020 chloroplastic - (no SU) 1,29E-011
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Locus_7923_Transcrito_1/3_Confianza_0,933_Longitud_1187 Q9DBX3 Sushi domain-containing protein 2 - (no SU) 9,82E-010
Locus_246_Transcrito_11/12_Confianza_0,141_Longitud_611 Q80X19 Collagen alpha-1(XIV) chain - (no SU) 1,90E-009
Locus_5119_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1939 Q13263 Transcritoion intermediary factor 1-beta - (no SU) 1,81E-009
Locus_1987_Transcrito_3/3_Confianza_0,619_Longitud_460 P54315 Pancreatic lipase-related protein 1 - (no SU) 6,12E-008
Locus_226542_Transcrito_1/3_Confianza_0,458_Longitud_266 Q54DV5 Protein psiK - (no SU) 8,76E-007
Locus_228508_Transcrito_1/2_Confianza_0,538_Longitud_274 Q00725 Salivary glue protein Sgs-4 - (no SU) 1,80E-007
Locus_14701_Transcrito_1/1_Confianza_1,000_Longitud_1462 Q9I8F9 Heat shock 70 kDa protein 1 - (no SU) 0
1 El identificador de la isoforma está formado por un código alfanumérico que incluye el identificador del  locus, el número de isoforma referente al número total de 
isoformas para dicho locus, el valor de confianza que indica cómo se relaciona la isoforma con el resto de las isoformas del mismo locus (cuanto más cerca esté el valor 
de confianza de 1, más se asemeja dicha isoforma al resto) y la longitud del isotig en número de bases respectivamente. 2 El accession es el código de la proteína de la 
base de datos Uniprot (www.uniprot.org). 3 Cambio relativo en expresión (fold change). En los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con 
el signo opuesto, a los efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos. Los genes que se encuentran por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras  
que los que se encuentran por debajo de 0 están sobre-expresados en RB. - indica que ese gen no se expresa en alguno de los dos ecotipos.  
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Apéndice 3. Términos GO enriquecidos aplicando el test de Fisher en el experimento de RNA-Seq. La tabla muestra el identificador GO 
con su término GO y categoría funcional correspondiente, y el valor de significancia (p-valor <0,05 sin corregir). En la quinta y sexta 
columna aparecen el número de secuencias sobre-representadas para cada identificador  GO  en el grupo prueba (formado por las 
isoformas significativas) y en el grupo referencia (formado por las isoformas no significativas). Nótese que una misma isoforma puede 
ser asignada a varios términos GO pertenecientes a distintas categorías.
GO-ID Término GO Categoría p-valor Nº secuencias prueba Nº secuencias referencia
GO:0030239 myofibril assembly P 3,4828E-006 10 136
GO:0044707 single-multicellular organism process P 8,9251E-005 113 7946
GO:0032501 multicellular organismal process P 5,1950E-005 117 8211
GO:0048856 anatomical structure development P 5,0282E-005 95 6255
GO:0048731 system development P 2,3172E-005 82 5066
GO:0002376 immune system process P 2,2261E-005 55 2924
GO:0006955 immune response P 2,2089E-005 35 1523
GO:0006952 defense response P 1,9112E-005 36 1589
GO:0002577 regulation of antigen processing and presentation P 1,4277E-005 5 25
GO:0050820 positive regulation of coagulation P 1,3797E-005 6 44
GO:0031032 actomyosin structure organization P 1,3414E-005 10 160
GO:0030154 cell differentiation P 1,3075E-005 67 3779
GO:1900048 positive regulation of hemostasis P 1,2248E-005 6 43
GO:0030194 positive regulation of blood coagulation P 1,2248E-005 6 43
GO:0002578 negative regulation of antigen processing and presentation P 1,0016E-005 5 23
GO:0055002 striated muscle cell development P 0,0001102993 12 296
GO:0055001 muscle cell development P 0,0001522013 13 355
GO:0051239 regulation of multicellular organismal process P 0,0001710427 54 3071
GO:0002684 positive regulation of immune system process P 0,000182301 24 983
GO:0032502 developmental process P 0,0002127902 102 7105
GO:0048869 cellular developmental process P 0,0002275419 67 4131
GO:0071705 nitrogen compound transport P 0,0002580392 1 1043
GO:0044767 single-organism developmental process P 0,0002661502 101 7028
GO:0034641 cellular nitrogen compound metabolic process P 0,0002933623 61 8133
GO:0050921 positive regulation of chemotaxis P 0,0003376316 6 82
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GO:0046483 heterocycle metabolic process P 0,0003423217 57 7704
GO:0061061 muscle structure development P 0,0003866827 21 835
GO:0072359 circulatory system development P 0,0003873968 28 1292
GO:0072358 cardiovascular system development P 0,0003873968 28 1292
GO:0048520 positive regulation of behavior P 0,000429053 6 86
GO:0006725 cellular aromatic compound metabolic process P 0,0004427196 57 7663
GO:0001953 negative regulation of cell-matrix adhesion P 0,0004573777 5 56
GO:0001867 complement activation. lectin pathway P 0,0004865422 4 31
GO:0033275 actin-myosin filament sliding P 0,0004865422 4 31
GO:0030049 muscle filament sliding P 0,0004865422 4 31
GO:0051146 striated muscle cell differentiation P 0,0005057359 13 404
GO:0018149 peptide cross-linking P 0,0006036931 4 33
GO:1900046 regulation of hemostasis P 0,0006344099 6 93
GO:0030193 regulation of blood coagulation P 0,0006344099 6 93
GO:0045541 negative regulation of cholesterol biosynthetic process P 0,0006545986 2 2
GO:0060052 neurofilament cytoskeleton organization P 0,0006545986 2 2
GO:0090206 negative regulation of cholesterol metabolic process P 0,0006545986 2 2
GO:0007275 multicellular organismal development P 0,0006994677 89 6139
GO:0003206 cardiac chamber morphogenesis P 0,0007731651 9 221
GO:0006959 humoral immune response P 0,0007818877 6 97
GO:0050818 regulation of coagulation P 0,0008225851 6 98
GO:0048646 anatomical structure formation involved in morphogenesis P 0,0009057455 28 1361
GO:0002682 regulation of immune system process P 0,0009689633 30 1503
GO:0070613 regulation of protein processing P 0,0009819336 4 38
GO:0048644 muscle organ morphogenesis P 0,0009989926 7 141
GO:0007166 cell surface receptor signaling pathway P 0,001008874 53 3229
GO:0007522 visceral muscle development P 0,001083415 2 3
GO:0048468 cell development P 0,001098457 43 2465
GO:0048584 positive regulation of response to stimulus P 0,001116772 36 1953
GO:0006139 nucleobase-containing compound metabolic process P 0,001170256 56 7376
GO:0097191 extrinsic apoptotic signaling pathway P 0,00120485 9 236
GO:0050896 response to stimulus P 0,001281479 122 9241
GO:0007517 muscle organ development P 0,001437233 14 512
GO:0048513 organ development P 0,001448532 56 3510
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GO:0044237 cellular metabolic process P 0,001534004 115 12877
GO:0007512 adult heart development P 0,001534452 3 19
GO:0042692 muscle cell differentiation P 0,001564269 15 576
GO:0006807 nitrogen compound metabolic process P 0,001576655 72 8922
GO:0021888 hypothalamus gonadotrophin-releasing hormone neuron development P 0,001613837 2 4
GO:0021886 hypothalamus gonadotrophin-releasing hormone neuron differentiation P 0,001613837 2 4
GO:0044260 cellular macromolecule metabolic process P 0,001627386 76 9292
GO:0001817 regulation of cytokine production P 0,001670346 15 580
GO:0042395 ecdysis. collagen and cuticulin-based cuticle P 0,001750994 3 20
GO:0070252 actin-mediated cell contraction P 0,001755227 5 77
GO:0051240 positive regulation of multicellular organismal process P 0,001866677 18 765
GO:0043030 regulation of macrophage activation P 0,001985691 3 21
GO:0044700 single organism signaling P 0,002062975 87 6163
GO:0023052 signaling P 0,002062975 87 6163
GO:0007154 cell communication P 0,002149567 88 6257
GO:0055009 atrial cardiac muscle tissue morphogenesis P 0,002243694 2 5
GO:0021979 hypothalamus cell differentiation P 0,002243694 2 5
GO:0003228 atrial cardiac muscle tissue development P 0,002243694 2 5
GO:0060613 fat pad development P 0,002243694 2 5
GO:0007178 transmembrane receptor protein serine/threonine kinase signaling pathway P 0,00241242 13 483
GO:2001236 regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway P 0,00252198 7 167
GO:0030855 epithelial cell differentiation P 0,002639569 14 548
GO:0045540 regulation of cholesterol biosynthetic process P 0,002970852 2 6
GO:0007567 parturition P 0,002970852 2 6
GO:0045087 innate immune response P 0,00302753 22 1056
GO:0008202 steroid metabolic process P 0,003043941 14 557
GO:0090304 nucleic acid metabolic process P 0,00335451 41 5621
GO:0009653 anatomical structure morphogenesis P 0,003416987 54 3467
GO:0040017 positive regulation of locomotion P 0,003519907 12 446
GO:0032103 positive regulation of response to external stimulus P 0,00359589 6 133
GO:0007144 female meiosis I P 0,003793209 2 7
GO:0010992 ubiquitin homeostasis P 0,003793209 2 7
GO:0072520 seminiferous tubule development P 0,003793209 2 7
GO:0001818 negative regulation of cytokine production P 0,003869824 7 181
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GO:0003231 cardiac ventricle development P 0,003869824 7 181
GO:0045786 negative regulation of cell cycle P 0,003893977 15 611
GO:0033138 positive regulation of peptidyl-serine phosphorylation P 0,003918933 4 57
GO:0007165 signal transduction P 0,003930299 77 5419
GO:0051241 negative regulation of multicellular organismal process P 0,003971402 13 513
GO:0043620 regulation of DNA-dependent transcription in response to stress P 0,003985415 5 94
GO:0061041 regulation of wound healing P 0,003992367 6 136
GO:0098542 defense response to other organism P 0,004300152 10 342
GO:0010812 negative regulation of cell-substrate adhesion P 0,004420336 6 139
GO:0051443 positive regulation of ubiquitin-protein ligase activity P 0,004987782 7 190
GO:0051351 positive regulation of ligase activity P 0,004987782 7 190
GO:0007143 female meiosis P 0,004993097 3 30
GO:0001816 cytokine production P 0,005041066 15 641
GO:0010927 cellular component assembly involved in morphogenesis P 0,005121208 10 351
GO:0008088 axon cargo transport P 0,005196262 4 62
GO:0016192 vesicle-mediated transport P 0,005237568 34 1968
GO:0051704 multi-organism process P 0,005920347 37 2218
GO:0006956 complement activation P 0,006082598 4 65
GO:0030705 cytoskeleton-dependent intracellular transport P 0,006171626 7 198
GO:0097190 apoptotic signaling pathway P 0,006249045 15 662
GO:0090287 regulation of cellular response to growth factor stimulus P 0,006341567 8 251
GO:2001240 negative regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway in absence of ligand P 0,006384938 3 33
GO:1901099 negative regulation of signal transduction in absence of ligand P 0,006384938 3 33
GO:0050920 regulation of chemotaxis P 0,006497829 7 200
GO:0003205 cardiac chamber development P 0,006520295 9 307
GO:0022900 electron transport chain P 0,006700597 5 107
GO:0043152 induction of bacterial agglutination P 0,006810945 2 10
GO:0019731 antibacterial humoral response P 0,006810945 2 10
GO:0006940 regulation of smooth muscle contraction P 0,006895048 3 34
GO:0030511 positive regulation of transforming growth factor beta receptor signaling pathway P 0,006895048 3 34
GO:0010595 positive regulation of endothelial cell migration P 0,006952161 5 108
GO:0061418 regulation of transcription from RNA polymerase II promoter in response to hypoxia P 0,007064166 4 68
GO:0051897 positive regulation of protein kinase B signaling cascade P 0,007210259 5 109
GO:0035666 TRIF-dependent toll-like receptor signaling pathway P 0,007210259 5 109
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GO:0009888 tissue development P 0,007227104 31 1773
GO:0018130 heterocycle biosynthetic process P 0,007428146 31 4400
GO:0010466 negative regulation of peptidase activity P 0,007741279 7 207
GO:0048738 cardiac muscle tissue development P 0,007892915 8 261
GO:0016485 protein processing P 0,008324816 7 210
GO:0006928 cellular component movement P 0,008327328 39 2427
GO:0009966 regulation of signal transduction P 0,008532707 46 2964
GO:0007219 Notch signaling pathway P 0,00870498 9 322
GO:0002253 activation of immune response P 0,008785637 16 732
GO:0021517 ventral spinal cord development P 0,008922711 4 73
GO:0033135 regulation of peptidyl-serine phosphorylation P 0,008922711 4 73
GO:0007507 heart development P 0,008975587 16 736
GO:0002605 negative regulation of dendritic cell antigen processing and presentation P 0,009261696 2 12
GO:0002581 negative regulation of antigen processing and presentation of peptide or polysaccharide antigen via MHC class II P 0,009261696 2 12
GO:0002580 regulation of antigen processing and presentation of peptide or polysaccharide antigen via MHC class II P 0,009261696 2 12
GO:0002544 chronic inflammatory response P 0,009261696 2 12
GO:0010757 negative regulation of plasminogen activation P 0,009261696 2 12
GO:0010754 negative regulation of cGMP-mediated signaling P 0,009261696 2 12
GO:0010751 negative regulation of nitric oxide mediated signal transduction P 0,009261696 2 12
GO:0010749 regulation of nitric oxide mediated signal transduction P 0,009261696 2 12
GO:0019730 antimicrobial humoral response P 0,009261696 2 12
GO:0021854 hypothalamus development P 0,009261696 2 12
GO:0019438 aromatic compound biosynthetic process P 0,009294489 31 4389
GO:0055013 cardiac muscle cell development P 0,009329081 4 74
GO:0032989 cellular component morphogenesis P 0,009524561 32 1900
GO:0010627 regulation of intracellular protein kinase cascade P 0,009569334 21 1096
GO:0043535 regulation of blood vessel endothelial cell migration P 0,009664982 6 165
GO:0010596 negative regulation of endothelial cell migration P 0,009664982 6 165
GO:0003007 heart morphogenesis P 0,009700979 10 387
GO:0034138 toll-like receptor 3 signaling pathway P 0,009840799 5 118
GO:0042742 defense response to bacterium P 0,009840799 5 118
GO:0072376 protein activation cascade P 0,01017755 4 76
GO:0000187 activation of MAPK activity P 0,01019788 6 167
GO:1901362 organic cyclic compound biosynthetic process P 0,01040575 33 4577
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GO:0010633 negative regulation of epithelial cell migration P 0,01047202 6 168
GO:0033693 neurofilament bundle assembly P 0,01054339 1 0
GO:0045110 intermediate filament bundle assembly P 0,01054339 1 0
GO:1902177 positive regulation of intrinsic apoptotic signaling pathway in response to oxidative stress P 0,01054339 1 0
GO:0048320 axial mesoderm formation P 0,01054339 1 0
GO:0042748 circadian sleep/wake cycle. non-REM sleep P 0,01054339 1 0
GO:0010641 positive regulation of platelet-derived growth factor receptor signaling pathway P 0,01054339 1 0
GO:0060823 canonical Wnt receptor signaling pathway involved in neural plate anterior/posterior pattern formation P 0,01054339 1 0
GO:0021898 commitment of multipotent stem cells to neuronal lineage in forebrain P 0,01054339 1 0
GO:0021881 Wnt receptor signaling pathway involved in forebrain neuron fate commitment P 0,01054339 1 0
GO:1902043 positive regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway via death domain receptors P 0,01061293 2 13
GO:0010752 regulation of cGMP-mediated signaling P 0,01061293 2 13
GO:1901605 alpha-amino acid metabolic process P 0,01082449 0 476
GO:0051235 maintenance of location P 0,01083797 0 477
GO:0071214 cellular response to abiotic stimulus P 0,01085319 0 478
GO:0048583 regulation of response to stimulus P 0,01093885 56 3836
GO:0006897 endocytosis P 0,01140389 18 897
GO:0007179 transforming growth factor beta receptor signaling pathway P 0,01140594 9 337
GO:0055007 cardiac muscle cell differentiation P 0,01155554 5 123
GO:0002221 pattern recognition receptor signaling pathway P 0,01158937 10 398
GO:0050778 positive regulation of immune response P 0,01162694 16 774
GO:0042116 macrophage activation P 0,01184199 3 42
GO:0009967 positive regulation of signal transduction P 0,0118981 24 1323
GO:0002604 regulation of dendritic cell antigen processing and presentation P 0,01204555 2 14
GO:0034154 toll-like receptor 7 signaling pathway P 0,01204555 2 14
GO:0002468 dendritic cell antigen processing and presentation P 0,01204555 2 14
GO:0090181 regulation of cholesterol metabolic process P 0,01204555 2 14
GO:0035682 toll-like receptor 21 signaling pathway P 0,01204555 2 14
GO:0035419 activation of MAPK activity involved in innate immune response P 0,01204555 2 14
GO:0010755 regulation of plasminogen activation P 0,01204555 2 14
GO:0002758 innate immune response-activating signal transduction P 0,01214972 10 401
GO:0051707 response to other organism P 0,01216607 15 687
GO:0006954 inflammatory response P 0,01243281 9 342
GO:0010646 regulation of cell communication P 0,01245698 50 3355
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GO:0051604 protein maturation P 0,01252759 7 228
GO:0006022 aminoglycan metabolic process P 0,01264621 9 343
GO:0002218 activation of innate immune response P 0,01273034 10 404
GO:0044271 cellular nitrogen compound biosynthetic process P 0,01282974 33 4520
GO:0023051 regulation of signaling P 0,01286317 50 3374
GO:0031581 hemidesmosome assembly P 0,01332627 3 44
GO:0032695 negative regulation of interleukin-12 production P 0,0135577 2 15
GO:2000353 positive regulation of endothelial cell apoptotic process P 0,0135577 2 15
GO:0097009 energy homeostasis P 0,0135577 2 15
GO:0010740 positive regulation of intracellular protein kinase cascade P 0,0135618 15 708
GO:0003015 heart process P 0,01374423 10 409
GO:0060047 heart contraction P 0,01374423 10 409
GO:0090092 regulation of transmembrane receptor protein serine/threonine kinase signaling pathway P 0,01375573 8 289
GO:0034654 nucleobase-containing compound biosynthetic process P 0,01422238 31 4271
GO:0010634 positive regulation of epithelial cell migration P 0,01428248 5 130
GO:0030048 actin filament-based movement P 0,01428248 5 130
GO:0043406 positive regulation of MAP kinase activity P 0,0145157 7 235
GO:0043618 regulation of transcription from RNA polymerase II promoter in response to stress P 0,0146092 4 85
GO:0051918 negative regulation of fibrinolysis P 0,01514758 2 16
GO:0042535 positive regulation of tumor necrosis factor biosynthetic process P 0,01514758 2 16
GO:0042534 regulation of tumor necrosis factor biosynthetic process P 0,01514758 2 16
GO:0042533 tumor necrosis factor biosynthetic process P 0,01514758 2 16
GO:0010748 negative regulation of plasma membrane long-chain fatty acid transport P 0,01514758 2 16
GO:0035051 cardiocyte differentiation P 0,01559813 6 184
GO:0006869 lipid transport P 0,01572054 10 418
GO:0003179 heart valve morphogenesis P 0,01601991 5 134
GO:0003170 heart valve development P 0,01601991 5 134
GO:1901576 organic substance biosynthetic process P 0,01604993 57 6913
GO:0007167 enzyme linked receptor protein signaling pathway P 0,01610467 25 1441
GO:0046660 female sex differentiation P 0,01631874 4 88
GO:0016054 organic acid catabolic process P 0,01642853 0 449
GO:0046395 carboxylic acid catabolic process P 0,01642853 0 449
GO:2001239 regulation of extrinsic apoptotic signaling pathway in absence of ligand P 0,01659958 3 48
GO:0065007 biological regulation P 0,01675917 134 10934
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GO:0043032 positive regulation of macrophage activation P 0,01681338 2 17
GO:0007565 female pregnancy P 0,01691525 4 89
GO:0051186 cofactor metabolic process P 0,01712904 0 461
GO:0016070 RNA metabolic process P 0,01739577 35 4665
GO:0071560 cellular response to transforming growth factor beta stimulus P 0,01751185 9 363
GO:0071559 response to transforming growth factor beta P 0,01751185 9 363
GO:0034613 cellular protein localization P 0,01758489 12 2105
GO:0070727 cellular macromolecule localization P 0,01763919 12 2114
GO:0007141 male meiosis I P 0,01855335 2 18
GO:0051917 regulation of fibrinolysis P 0,01855335 2 18
GO:0031639 plasminogen activation P 0,01855335 2 18
GO:0030728 ovulation P 0,01855335 2 18
GO:0010746 regulation of plasma membrane long-chain fatty acid transport P 0,01855335 2 18
GO:0009607 response to biotic stimulus P 0,01872916 15 753
GO:0060537 muscle tissue development P 0,0188838 11 468
GO:0001952 regulation of cell-matrix adhesion P 0,01938892 5 141
GO:1901360 organic cyclic compound metabolic process P 0,0195985 70 8137
GO:0002683 negative regulation of immune system process P 0,01999503 6 195
GO:0009058 biosynthetic process P 0,02006595 59 7074
GO:0038034 signal transduction in absence of ligand P 0,02028348 3 52
GO:2000379 positive regulation of reactive oxygen species metabolic process P 0,02028348 3 52
GO:0097192 extrinsic apoptotic signaling pathway in absence of ligand P 0,02028348 3 52
GO:0040037 negative regulation of fibroblast growth factor receptor signaling pathway P 0,02036576 2 19
GO:0021884 forebrain neuron development P 0,02036576 2 19
GO:0043534 blood vessel endothelial cell migration P 0,02043247 6 196
GO:0010647 positive regulation of cell communication P 0,02049119 24 1389
GO:0001957 intramembranous ossification P 0,02097615 1 1
GO:0006686 sphingomyelin biosynthetic process P 0,02097615 1 1
GO:0071699 olfactory placode morphogenesis P 0,02097615 1 1
GO:0071698 olfactory placode development P 0,02097615 1 1
GO:0001743 optic placode formation P 0,02097615 1 1
GO:0050802 circadian sleep/wake cycle. sleep P 0,02097615 1 1
GO:0048319 axial mesoderm morphogenesis P 0,02097615 1 1
GO:0030910 olfactory placode formation P 0,02097615 1 1
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GO:0036072 direct ossification P 0,02097615 1 1
GO:0042697 menopause P 0,02097615 1 1
GO:0060897 neural plate regionalization P 0,02097615 1 1
GO:0022410 circadian sleep/wake cycle process P 0,02097615 1 1
GO:0021999 neural plate anterior/posterior regionalization P 0,02097615 1 1
GO:0034372 very-low-density lipoprotein particle remodeling P 0,02097615 1 1
GO:0034370 triglyceride-rich lipoprotein particle remodeling P 0,02097615 1 1
GO:0050789 regulation of biological process P 0,02111373 125 10121
GO:0023056 positive regulation of signaling P 0,02126865 24 1400
GO:0035872 nucleotide-binding domain. leucine rich repeat containing receptor signaling pathway P 0,02147272 4 96
GO:2000145 regulation of cell motility P 0,02173362 16 816
GO:0048514 blood vessel morphogenesis P 0,0221636 14 692
GO:0051438 regulation of ubiquitin-protein ligase activity P 0,02222177 7 257
GO:0051340 regulation of ligase activity P 0,02222177 7 257
GO:0071577 zinc ion transmembrane transport P 0,02224889 2 20
GO:0050830 defense response to Gram-positive bacterium P 0,02224889 2 20
GO:0042554 superoxide anion generation P 0,02224889 2 20
GO:0008228 opsonization P 0,02224889 2 20
GO:0022602 ovulation cycle process P 0,02331751 3 55
GO:0044249 cellular biosynthetic process P 0,02339385 57 6812
GO:0010467 gene expression P 0,02369565 43 5434
GO:0051436 negative regulation of ubiquitin-protein ligase activity involved in mitotic cell cycle P 0,02377319 5 149
GO:0010594 regulation of endothelial cell migration P 0,02387837 7 261
GO:0006732 coenzyme metabolic process P 0,02395904 0 398
GO:0010955 negative regulation of protein processing P 0,02420107 2 21
GO:0042698 ovulation cycle P 0,02438056 3 56
GO:0014866 skeletal myofibril assembly P 0,02438056 3 56
GO:0022904 respiratory electron transport chain P 0,02438334 4 100
GO:0033365 protein localization to organelle P 0,02469603 6 1321
GO:0060429 epithelium development P 0,02490629 18 982
GO:0006693 prostaglandin metabolic process P 0,02546943 3 57
GO:0006692 prostanoid metabolic process P 0,02546943 3 57
GO:0070423 nucleotide-binding oligomerization domain containing signaling pathway P 0,02546943 3 57
GO:0072331 signal transduction by p53 class mediator P 0,02561824 7 265
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GO:0007162 negative regulation of cell adhesion P 0,02567908 6 207
GO:0045104 intermediate filament cytoskeleton organization P 0,02622065 2 22
GO:0045103 intermediate filament-based process P 0,02622065 2 22
GO:0048739 cardiac muscle fiber development P 0,02622065 2 22
GO:0035681 toll-like receptor 15 signaling pathway P 0,02622065 2 22
GO:0045088 regulation of innate immune response P 0,02741884 11 514
GO:0055006 cardiac cell development P 0,02752155 4 104
GO:0042439 ethanolamine-containing compound metabolic process P 0,02752155 4 104
GO:0033554 cellular response to stress P 0,02758307 16 2482
GO:0046165 alcohol biosynthetic process P 0,02779032 6 211
GO:1901698 response to nitrogen compound P 0,02781137 3 896
GO:0051444 negative regulation of ubiquitin-protein ligase activity P 0,02809616 5 156
GO:0051352 negative regulation of ligase activity P 0,02809616 5 156
GO:0001819 positive regulation of cytokine production P 0,02817451 8 332
GO:0032026 response to magnesium ion P 0,028306 2 23
GO:0050665 hydrogen peroxide biosynthetic process P 0,028306 2 23
GO:0042730 fibrinolysis P 0,028306 2 23
GO:0015911 plasma membrane long-chain fatty acid transport P 0,028306 2 23
GO:0010894 negative regulation of steroid biosynthetic process P 0,028306 2 23
GO:0019934 cGMP-mediated signaling P 0,028306 2 23
GO:0045939 negative regulation of steroid metabolic process P 0,028306 2 23
GO:0045089 positive regulation of innate immune response P 0,02831132 10 434
GO:0030204 chondroitin sulfate metabolic process P 0,02834202 4 105
GO:0008203 cholesterol metabolic process P 0,02875175 5 157
GO:0043066 negative regulation of apoptotic process P 0,02887801 19 1049
GO:0032480 negative regulation of type I interferon production P 0,02889075 3 60
GO:0016482 cytoplasmic transport P 0,02899711 10 1810
GO:0050654 chondroitin sulfate proteoglycan metabolic process P 0,02917693 4 106
GO:0042981 regulation of apoptotic process P 0,02929494 29 1799
GO:0043069 negative regulation of programmed cell death P 0,03011857 19 1063
GO:0030334 regulation of cell migration P 0,03051474 15 780
GO:0033577 protein glycosylation in endoplasmic reticulum P 0,03129942 1 2
GO:0070602 regulation of centromeric sister chromatid cohesion P 0,03129942 1 2
GO:0070601 centromeric sister chromatid cohesion P 0,03129942 1 2
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GO:0048318 axial mesoderm development P 0,03129942 1 2
GO:1900242 regulation of synaptic vesicle endocytosis P 0,03129942 1 2
GO:0055014 atrial cardiac muscle cell development P 0,03129942 1 2
GO:0055011 atrial cardiac muscle cell differentiation P 0,03129942 1 2
GO:0022601 menstrual cycle phase P 0,03129942 1 2
GO:0002862 negative regulation of inflammatory response to antigenic stimulus P 0,03129942 1 2
GO:0002861 regulation of inflammatory response to antigenic stimulus P 0,03129942 1 2
GO:0008090 retrograde axon cargo transport P 0,03129942 1 2
GO:0021877 forebrain neuron fate commitment P 0,03129942 1 2
GO:0060586 multicellular organismal iron ion homeostasis P 0,03129942 1 2
GO:0034142 toll-like receptor 4 signaling pathway P 0,0314707 5 161
GO:0043067 regulation of programmed cell death P 0,0321183 29 1843
GO:0051896 regulation of protein kinase B signaling cascade P 0,03217475 5 162
GO:0021510 spinal cord development P 0,03266174 4 110
GO:0014706 striated muscle tissue development P 0,03267817 10 454
GO:0060548 negative regulation of cell death P 0,03273573 19 1085
GO:2001233 regulation of apoptotic signaling pathway P 0,03310743 8 343
GO:0034645 cellular macromolecule biosynthetic process P 0,03326599 42 5232
GO:0055008 cardiac muscle tissue morphogenesis P 0,03356938 4 111
GO:0032368 regulation of lipid transport P 0,03361227 5 164
GO:0071353 cellular response to interleukin-4 P 0,03381166 3 64
GO:0010941 regulation of cell death P 0,03429159 30 1914
GO:0003209 cardiac atrium morphogenesis P 0,03449163 4 112
GO:0071902 positive regulation of protein serine/threonine kinase activity P 0,03454891 8 346
GO:0031349 positive regulation of defense response P 0,03457089 10 461
GO:0006829 zinc ion transport P 0,03494088 2 26
GO:0010659 cardiac muscle cell apoptotic process P 0,03494088 2 26
GO:0040012 regulation of locomotion P 0,03497984 17 950
GO:0017015 regulation of transforming growth factor beta receptor signaling pathway P 0,03508919 5 166
GO:0007626 locomotory behavior P 0,03508919 5 166
GO:0002756 MyD88-independent toll-like receptor signaling pathway P 0,03508919 5 166
GO:0038061 NIK/NF-kappaB cascade P 0,03510558 3 65
GO:0008585 female gonad development P 0,03510558 3 65
GO:0044706 multi-multicellular organism process P 0,03543384 6 224
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GO:0051437 positive regulation of ubiquitin-protein ligase activity involved in mitotic cell cycle P 0,03584249 5 167
GO:0051716 cellular response to stimulus P 0,03598567 91 7148
GO:0070670 response to interleukin-4 P 0,0364248 3 66
GO:0006396 RNA processing P 0,03666301 4 985
GO:0010876 lipid localization P 0,03696908 10 469
GO:0007243 intracellular protein kinase cascade P 0,03713701 22 1322
GO:0010763 positive regulation of fibroblast migration P 0,03727362 2 27
GO:0043154 negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity involved in apoptotic process P 0,03737891 5 169
GO:0006936 muscle contraction P 0,03745845 12 587
GO:0010243 response to organonitrogen compound P 0,03765543 3 845
GO:0032092 positive regulation of protein binding P 0,03776924 3 67
GO:0016125 sterol metabolic process P 0,03816207 5 170
GO:0010632 regulation of epithelial cell migration P 0,03847878 7 290
GO:2000117 negative regulation of cysteine-type endopeptidase activity P 0,03895524 5 171
GO:0055010 ventricular cardiac muscle tissue morphogenesis P 0,03913879 3 68
GO:0003229 ventricular cardiac muscle tissue development P 0,03913879 3 68
GO:0021879 forebrain neuron differentiation P 0,03913879 3 68
GO:0031398 positive regulation of protein ubiquitination P 0,03966178 7 292
GO:0019082 viral protein processing P 0,03966441 2 28
GO:0031638 zymogen activation P 0,03966441 2 28
GO:0034447 very-low-density lipoprotein particle clearance P 0,03966441 2 28
GO:0001568 blood vessel development P 0,0412777 14 736
GO:0021797 forebrain anterior/posterior pattern specification P 0,04151436 1 3
GO:0002528 regulation of vascular permeability involved in acute inflammatory response P 0,04151436 1 3
GO:0006711 estrogen catabolic process P 0,04151436 1 3
GO:0002035 brain renin-angiotensin system P 0,04151436 1 3
GO:2000381 negative regulation of mesoderm development P 0,04151436 1 3
GO:0044465 modulation of sensory perception of pain in other organism P 0,04151436 1 3
GO:0006183 GTP biosynthetic process P 0,04151436 1 3
GO:0032423 regulation of mismatch repair P 0,04151436 1 3
GO:0032287 peripheral nervous system myelin maintenance P 0,04151436 1 3
GO:0045992 negative regulation of embryonic development P 0,04151436 1 3
GO:0046331 lateral inhibition P 0,04151436 1 3
GO:0051881 regulation of mitochondrial membrane potential P 0,04211178 2 29
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GO:2000192 negative regulation of fatty acid transport P 0,04211178 2 29
GO:0034766 negative regulation of ion transmembrane transport P 0,04211178 2 29
GO:0034763 negative regulation of transmembrane transport P 0,04211178 2 29
GO:0007050 cell cycle arrest P 0,04242143 9 400
GO:0043623 cellular protein complex assembly P 0,04307468 12 613
GO:0050795 regulation of behavior P 0,04335284 7 298
GO:0006812 cation transport P 0,04343961 6 1247
GO:0040014 regulation of multicellular organism growth P 0,04345187 4 121
GO:0006024 glycosaminoglycan biosynthetic process P 0,04345187 4 121
GO:0007140 male meiosis P 0,04461428 2 30
GO:0032891 negative regulation of organic acid transport P 0,04461428 2 30
GO:0006023 aminoglycan biosynthetic process P 0,04560457 4 123
GO:0043491 protein kinase B signaling cascade P 0,04566269 5 179
GO:0031145 anaphase-promoting complex-dependent proteasomal ubiquitin-dependent protein catabolic process P 0,04566269 5 179
GO:0080134 regulation of response to stress P 0,04652819 21 1267
GO:0006811 ion transport P 0,04659001 12 1949
GO:0060415 muscle tissue morphogenesis P 0,04670293 4 124
GO:0007263 nitric oxide mediated signal transduction P 0,04717048 2 31
GO:0010658 striated muscle cell apoptotic process P 0,04717048 2 31
GO:0034436 glycoprotein transport P 0,04717048 2 31
GO:0040018 positive regulation of multicellular organism growth P 0,04787682 3 74
GO:0001944 vasculature development P 0,0479198 14 768
GO:0044282 small molecule catabolic process P 0,04864893 1 533
GO:0044703 multi-organism reproductive process P 0,04884724 6 243
GO:0002576 platelet degranulation P 0,04894359 4 126
GO:0003012 muscle system process P 0,04963561 12 635
GO:0009617 response to bacterium P 0,04998537 7 308
GO:0038024 cargo receptor activity F 8,0360E-005 8 124
GO:0008233 peptidase activity F 7,5640E-005 22 813
GO:0017171 serine hydrolase activity F 3,8331E-005 9 145
GO:0008236 serine-type peptidase activity F 2,8023E-005 9 139
GO:0030246 carbohydrate binding F 0,0001224857 9 170
GO:0048306 calcium-dependent protein binding F 0,0001861382 7 105
GO:0016404 15-hydroxyprostaglandin dehydrogenase (NAD+) activity F 0,0009882485 3 16
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GO:0019838 growth factor binding F 0,001039044 7 142
GO:0097159 organic cyclic compound binding F 0,001369958 42 5921
GO:0034185 apolipoprotein binding F 0,001449565 6 110
GO:0004957 prostaglandin E receptor activity F 0,001613837 2 4
GO:0030228 lipoprotein particle receptor activity F 0,001952615 5 79
GO:1901363 heterocyclic compound binding F 0,002215576 42 5810
GO:0071814 protein-lipid complex binding F 0,002642216 5 85
GO:0071813 lipoprotein particle binding F 0,002642216 5 85
GO:0004955 prostaglandin receptor activity F 0,002970852 2 6
GO:0004954 prostanoid receptor activity F 0,002970852 2 6
GO:0004953 icosanoid receptor activity F 0,002970852 2 6
GO:0030346 protein phosphatase 2B binding F 0,002970852 2 6
GO:0004872 receptor activity F 0,00312242 20 935
GO:0043169 cation binding F 0,003438087 17 2997
GO:0030169 low-density lipoprotein particle binding F 0,003474047 4 55
GO:0004784 superoxide dismutase activity F 0,003793209 2 7
GO:0016721 oxidoreductase activity. acting on superoxide radicals as acceptor F 0,003793209 2 7
GO:0070011 peptidase activity. acting on L-amino acid peptides F 0,004653881 16 706
GO:0005507 copper ion binding F 0,005434252 3 31
GO:0046872 metal ion binding F 0,005715523 17 2904
GO:0004866 endopeptidase inhibitor activity F 0,005907749 6 148
GO:0038187 pattern recognition receptor activity F 0,006384938 3 33
GO:0008329 signaling pattern recognition receptor activity F 0,006384938 3 33
GO:0061135 endopeptidase regulator activity F 0,006674287 6 152
GO:0001948 glycoprotein binding F 0,008900704 5 115
GO:0070052 collagen V binding F 0,009261696 2 12
GO:0070051 fibrinogen binding F 0,009261696 2 12
GO:0005198 structural molecule activity F 0,00983427 19 965
GO:0047044 androstan-3-alpha.17-beta-diol dehydrogenase activity F 0,01054339 1 0
GO:0030414 peptidase inhibitor activity F 0,01103593 6 170
GO:0008061 chitin binding F 0,01184199 3 42
GO:0030898 actin-dependent ATPase activity F 0,01257152 3 43
GO:0001968 fibronectin binding F 0,0135577 2 15
GO:0008266 poly(U) RNA binding F 0,0135577 2 15
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GO:0002020 protease binding F 0,0146092 4 85
GO:0015002 heme-copper terminal oxidase activity F 0,01514758 2 16
GO:0005385 zinc ion transmembrane transporter activity F 0,01681338 2 17
GO:0008187 poly-pyrimidine tract binding F 0,01681338 2 17
GO:0008565 protein transporter activity F 0,01693921 5 136
GO:0003677 DNA binding F 0,01758868 7 1515
GO:0004869 cysteine-type endopeptidase inhibitor activity F 0,01943692 4 93
GO:0004607 phosphatidylcholine-sterol O-acyltransferase activity F 0,02097615 1 1
GO:0008310 single-stranded DNA 3'-5' exodeoxyribonuclease activity F 0,02097615 1 1
GO:0008296 3'-5'-exodeoxyribonuclease activity F 0,02097615 1 1
GO:0030172 troponin C binding F 0,02097615 1 1
GO:0034511 U3 snoRNA binding F 0,02097615 1 1
GO:0016740 transferase activity F 0,02110357 18 2784
GO:0017134 fibroblast growth factor binding F 0,02126897 3 53
GO:0005200 structural constituent of cytoskeleton F 0,02142413 7 255
GO:0061134 peptidase regulator activity F 0,02672085 6 209
GO:0003725 double-stranded RNA binding F 0,0307764 5 160
GO:0004758 serine C-palmitoyltransferase activity F 0,03129942 1 2
GO:0004508 steroid 17-alpha-monooxygenase activity F 0,03129942 1 2
GO:0016454 C-palmitoyltransferase activity F 0,03129942 1 2
GO:0030620 U2 snRNA binding F 0,03129942 1 2
GO:0004096 catalase activity F 0,03129942 1 2
GO:0008307 structural constituent of muscle F 0,03381166 3 64
GO:0003779 actin binding F 0,03503873 8 347
GO:0005539 glycosaminoglycan binding F 0,03638005 4 114
GO:0034189 very-low-density lipoprotein particle binding F 0,03727362 2 27
GO:0016787 hydrolase activity F 0,03807082 61 4485
GO:0004046 aminoacylase activity F 0,04151436 1 3
GO:0008297 single-stranded DNA exodeoxyribonuclease activity F 0,04151436 1 3
GO:0015248 sterol transporter activity F 0,04339697 3 71
GO:0016298 lipase activity F 0,04452088 4 122
GO:0070403 NAD+ binding F 0,04461428 2 30
GO:0004568 chitinase activity F 0,04461428 2 30
GO:0000146 microfilament motor activity F 0,04635913 3 73
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GO:0042802 identical protein binding F 0,04717027 10 1718
GO:0034437 glycoprotein transporter activity F 0,04717048 2 31
GO:0052689 carboxylic ester hydrolase activity F 0,04894359 4 126
GO:0031012 extracellular matrix C 5,6657E-016 33 519
GO:0005576 extracellular region C 3,7510E-016 58 1646
GO:0044421 extracellular region part C 2,0717E-011 39 1062
GO:0030139 endocytic vesicle C 5,2991E-006 17 428
GO:0005615 extracellular space C 1,0900E-006 20 516
GO:0005578 proteinaceous extracellular matrix C 5,1034E-005 13 317
GO:0030666 endocytic vesicle membrane C 3,4423E-005 11 219
GO:0030670 phagocytic vesicle membrane C 1,2954E-005 7 67
GO:0031988 membrane-bounded vesicle C 0,0001249418 33 1518
GO:0031410 cytoplasmic vesicle C 0,0001623998 33 1557
GO:0044420 extracellular matrix part C 0,0002185241 10 227
GO:0031982 vesicle C 0,0002226151 36 1765
GO:0016023 cytoplasmic membrane-bounded vesicle C 0,0002657036 29 1328
GO:0031091 platelet alpha granule C 0,0004573777 5 56
GO:0030288 outer membrane-bounded periplasmic space C 0,001083415 2 3
GO:0005622 intracellular C 0,001168864 150 15908
GO:0045335 phagocytic vesicle C 0,001406855 7 150
GO:0034364 high-density lipoprotein particle C 0,001613837 2 4
GO:0044424 intracellular part C 0,001859964 150 15807
GO:0005881 cytoplasmic microtubule C 0,00216576 5 81
GO:0005859 muscle myosin complex C 0,002239061 3 22
GO:0032982 myosin filament C 0,002511598 3 23
GO:0005623 cell C 0,003678499 166 16978
GO:0044464 cell part C 0,003739774 166 16973
GO:0044462 external encapsulating structure part C 0,003793209 2 7
GO:0016460 myosin II complex C 0,003802547 3 27
GO:0034358 plasma lipoprotein particle C 0,005715275 2 9
GO:1902494 catalytic complex C 0,005759283 5 1376
GO:0032994 protein-lipid complex C 0,007993732 2 11
GO:0031672 A band C 0,008024586 5 112
GO:0030313 cell envelope C 0,009261696 2 12
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GO:0016021 integral to membrane C 0,009385268 17 2814
GO:1990023 mitotic spindle midzone C 0,01054339 1 0
GO:0005863 striated muscle myosin thick filament C 0,01061293 2 13
GO:0070469 respiratory chain C 0,01202091 4 80
GO:0001533 cornified envelope C 0,01204555 2 14
GO:0005577 fibrinogen complex C 0,01204555 2 14
GO:0042597 periplasmic space C 0,01204555 2 14
GO:0030659 cytoplasmic vesicle membrane C 0,01378127 13 593
GO:0005634 nucleus C 0,01428322 61 7342
GO:0032991 macromolecular complex C 0,01464896 46 5824
GO:0012506 vesicle membrane C 0,01605774 13 608
GO:0005604 basement membrane C 0,01789289 5 138
GO:0031224 intrinsic to membrane C 0,01834299 19 2896
GO:0044433 cytoplasmic vesicle part C 0,01985238 14 675
GO:0012505 endomembrane system C 0,02022817 13 2225
GO:0035339 SPOTS complex C 0,02097615 1 1
GO:0032839 dendrite cytoplasm C 0,02224889 2 20
GO:0005635 nuclear envelope C 0,02355939 1 605
GO:0005654 nucleoplasm C 0,0255088 13 2165
GO:0031264 death-inducing signaling complex C 0,02622065 2 22
GO:0005813 centrosome C 0,02740253 3 875
GO:0005815 microtubule organizing center C 0,02807506 4 1052
GO:0002178 palmitoyltransferase complex C 0,03129942 1 2
GO:0005883 neurofilament C 0,03129942 1 2
GO:0017059 serine C-palmitoyltransferase complex C 0,03129942 1 2
GO:0031211 endoplasmic reticulum palmitoyltransferase complex C 0,03129942 1 2
GO:0043234 protein complex C 0,03638409 39 4927
GO:0044451 nucleoplasm part C 0,03705317 4 998
GO:0048471 perinuclear region of cytoplasm C 0,03768026 3 846
GO:0005829 cytosol C 0,03875283 31 4064
GO:0019012 virion C 0,04151436 1 3
GO:0060053 neurofilament cytoskeleton C 0,04151436 1 3
GO:0045263 proton-transporting ATP synthase complex. coupling factor F(o) C 0,04151436 1 3
GO:0016020 membrane C 0,04843896 103 8318
1 Categorías funcionales. P: procesos biológicos, F: funciones moleculares, C: componentes celulares.

                                                                                                                       Apéndice 4  
Apéndice  4. Diversas  comparaciones  con  el  valor  q,  que indica  la  proporción 
esperada  de  falsos  positivos  tras  indicar  que  un  contraste  dado  es  significativo. 
Nótese que cuanto menor número de  tests significativos,  menor número de falsos 
positivos. 
 
Tabla A. Resumen del número de genes/sondas significativas (números absolutos y porcentajes) 
en el análisis de la distribución de la variación total para los factores ecotipo y localidad para 
datos filtrados por señal utilizando los métodos de corrección  multitest SGoF y  BH,  con sus 
correspondientes valores q.
SGoF BH
Transcriptómica Genómica Transcriptómica Genómica
Ecotipo 3869 (22,2%) 9007 (7,5%) 1827 (10,5%) 3912 (3,3%)
valor q 0,067 0,189 0,025 0,042
Localidad 10531 (60,4%) 19828 (16,6%) 10211 (58,6%) 1218 (9,8%)
valor q 0,007 0,091 0,007 0,030
Interacción 1252 (7,2%) 3001 (2,5%) 256 (1,5%) 1141 (0,9%)
valor q 0,178 0,249 0,034 0,050
Tabla B. Resumen del número de genes/sondas significativas (números absolutos y porcentajes) 
en el análisis de la distribución de la variación para el factor ecotipo para datos filtrados por  
señal  utilizando  los  métodos  de  corrección  multitest SGoF y BH,  con  sus  correspondientes 
valores q.  
SGoF BH 
 
Transcriptómica Genómica Transcriptómica Genómica
Burela 3002 (17,2%) 3807 (3,2%) 901 (5,2%) 1506 (1,2%)
valor q 0,087 0,254 0,025 0,048
Roncudo 1120 (6,4%) 6594 (5,5%) 414 (2,4%) 1659 (1,4%)
valor q 0,220 0,266 0,043 0,043
Silleiro 1031 (5,9%) 3034 (2,5%) 481 (2,8%) 1601 (1,3%)
valor q 0,204 0,184 0,050 0,049
Test G 1501,5* 1662*  228,6* 12*
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Tabla C. Resumen del número de genes significativamente distintos (y sus porcentajes respecto 
al total) entre parejas de localidades para los dos niveles del factor ecotipo (RB y SU), usando el 
filtrado por señal y las correcciones multitest SGoF y BH con el correspondiente valor  q.
SGoF BH 
Ecotipo Comparación Transcriptómica Genómica Transcriptómica Genómica
RB
Burela-Silleiro 4495 (25,8%) 6858 (5,7%) 1218 (7%) 1785 (1,5%)
valor q 0,049 0,257 0,017 0,044
Roncudo-Silleiro 2976 (17,1%) 5478 (4,6%) 788 (4,5%) 1503 (1,2%)
valor q 0,092 0,267 0,0242 0,046
Burela-Roncudo 804 (4,6%) 5484 (4,6%) 213 (1,2%) 1256 (1,0%)
valor q 0,289 0,2713 0,047 0,043
3 localidades 3624 (20,8%) 8800 (7,3%) 1264 (7,2%) 3136 (2,6%)
SU
Burela-Silleiro 8776 (50,3%) 10977 (9,2%) 7854 (45,1 %) 4565 (3,8%)
valor q 0,017 0,178 0,0126 0,040
Roncudo-Silleiro 4526 (26,0%) 9867 (8,2%) 1736 (9,9%) 3725 (3,1%)
valor q 0,050 0,197 0,018 0,042
Burela-Roncudo 2789 (16,0%) 8706 (7,3%)  748 (4,3%) 3202 (2,7%)
valor q 0,096 0,201 0,025 0,042
3 localidades 8219 (47,1%) 14443 (12,1%) 6532 (37,5%) 7290 (6,1%)
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Apéndice 5. Lista de sondas candidatas anotadas en el experimento de transcriptómica que obtuvieron similitud (e-value < 2E-07) 
con la base de datos del RNA-Seq realizada en esta tesis y la base de datos LSD2 (Canbäck et al., 2012). En negrita aparecen aquellas 
sondas  que  sufren  cambios  direccionales  en  las  tres  localidades  bajo  estudio.  Las  sondas  subrayadas  son  aquellas  que  sondas 
candidatos en el experimento de transcriptómica y genómica.
ID sonda1 ID locus (L)2 o ID LSD2 isotig (i)3 Accession4 Anotación FC5
c21032P00080 L_1856 Q5REC2P28841 Neuroendocrine convertase 2 1,46
c5910P00086 L_3994 P18700 Tubulin beta chain (Fragment) -1,43
c4038P00004, c4038P00051 i_06368, i_06367 B5LYM3 Dermatopontin 2 -4,17
c4038P00148 i_06368, i_06367, L_15508 B5LYM3 Q01528
Dermatopontin 2, 
Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor -4,17
c4038P00244, c4038P00280 i_06367 Q01528 Hemagglutinin/amebocyte aggregation factor -4,12
c22794P00077 L_19161, i_02279, i_02278 Q13948 G3US88
Protein CASP , 
Uncharacterized protein 2,62
 c9660P00091, c9660P00161, c9660P00179, c9660P00207 i_01850,  i_01847,  i_01844,  i_01841,  i_01851,  i_01849,  i_01848, i_01846, i_01845, i_01843, i_01842, i_01840 D2VG42 Predicted protein 2,61
c9660P00395
i_01851,  i_01850,  i_01849,  i_01845,  i_01844,  i_01843,  i_01853, 
i_01852,  i_01848,  i_01847,  i_01846,  i_01842,  i_01841,  i_01840, 
L_162313
D2VG42
P38977
Predicted protein, 
Antistasin 2,61
C6561P00148, c6561P00117, c6561P00118 I_05026, i_05025, i_05024 P08548Q76IK7
LINE-1 reverse transcriptase homolog 
Pol-like protein -2,47
c6561P00135 i_05026, i_05025, L_50903 Q76IK7 P08548
Pol-like protein,  
LINE-1 reverse transcriptase homolog -2,47
c20264P00244, c20264P00269, c20264P00292, c20264P00006 i_10578, i_10579 H2L5T7 H2U386 Uncharacterized protein -2,39
c20264P00169 L_124700, i_10578, i_10579
Q8R189 
H2L5T7 
H2U386
Monocyte to macrophage differentiation factor 2, 
Uncharacterized protein -2,39
c8805P00103, c8805P00148, c8805P00165, c8805P00183 i_18248 D2A572 Putative uncharacterized protein GLEAN_15234 2,3
c8805P00060 L_17575, i_18248
P35419 
Q3UQ28
D2A572
Thyroid peroxidase , Peroxidasin homolog , 
Putative uncharacterized protein GLEAN_15234 2,3
c4316P00026, c4316P00187, c4316P00438 i_15838 F1NFU4 Uncharacterized protein 2,06
c4316P00582, c4316P00726 i_15838, L_164197 F1NFU4 Q5XII0
Uncharacterized protein, 
Mammalian ependymin-related protein 1 2,06
c7809P00221, c7809P00418, c7809P00514 i_07520 C3YXL6 Putative uncharacterized protein -2,03
c7809P00013 i_07520, i_07521 C3YXL6 I1FJK2
Putative uncharacterized protein, 
Uncharacterized protein -2,03
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c7809P00319 L_111701 P18503 Short-chain collagen C4 (Fragment) -2,03
c20063P00016, c20063P00217, c20063P00274 i_12475 C3YTN6 Putative uncharacterized protein -1,55
c20063P00341 i_12475, L_2735 C3YTN6A7MCS3
Putative uncharacterized protein, 
UPF0764 protein C16orf89 homolog -1,55
c2757P00124, c2757P00145, c2757P00239 i_15936 F0J9Z4 Heterochromatin-associated protein HP1 -1,48
c2757P00239, c2757P00280, c2757P00300 L_226327 P83917 Chromobox protein homolog 1 -1,48
c2540P00004, c2540P00105, c2540P00168, c2540P00418, c2540P00489 i_06368, i_06367 B5LYM3 Dermatopontin 2 -3,57
c19256P00067 L_114534, L_232325 Q95218 Q8BZE1
Deleted in malignant brain tumors 1 protein, 
Putative DMBT1-like protein -3,51
c3616P00104, c3616P00109, c3616P00120, c3616P00222, c3616P00301 i_01850,  i_01847,  i_01844,  i_01841,  i_01851,  i_01849,  i_01848, i_01846, i_01845, i_01843, i_01842, i_01840 D2VG42 Predicted protein 2,66
c921P00052, c921P00185, c921P00205, c921P00274, c921P00362 i_08477, i_08476 A7RTH9 Predicted protein 2,43
c7861P00004 L_23688 Q86T65 Disheveled-associated activator of morphogenesis 2 -2,43
c22681P00016, c22681P00017, c22681P00018 i_10023 H3JMW8 Uncharacterized protein -2,25
c3756P00024, c3756P00056, c3756P00067, c3756P00077, c3756P00112 i_13221 G1KGN3 Uncharacterized protein 2,20
c9779P00130 i_15012 H9KB03 Uncharacterized protein 2,07
c11651P00271 L_449 Q9EPZ8 E3 ubiquitin-protein ligase RNF103 1,85
c18377P00188 L_26009 Q95SX7 Probable RNA-directed DNA polymerase from transposon BS 1,65
c18096P00028 L_19057 Q9TU53 Cubilin 1,63
c1837P00395 L_102679 Q5XIH7 Prohibitin-2 -1,59
c2333P00048 L_1793 Q96RW7 Hemicentin-1 -1,59
c7771P00528 L_2723 Q95K50 Nucleolar protein 56 -1,57
c7774P00241 L_160644 Q24307 Apoptosis 2 inhibitor -1,53
c21291P00135, c21291P00137, c21291P00140 i_12025 Q66PI1 ETS-family transcription factor -1,50
c21291P00144 i_12025, L_122569 Q66PI1Q8VDK3
ETS-family transcription factor, 
ETS-related transcription factor Elf-5 -1,50
c21291P00179 L_122569 Q8VDK3 ETS-related transcription factor Elf-5 -1,50
c7354P00129 L_108746 Q64322Q9NQX5 Neural proliferation differentiation and control protein 1 -1,46
c18379P00077, c18379P00092, c18379P00125 i_08656 C3Z087 Putative uncharacterized protein -1,38
c18379P00110 L_97522, i_08656 P55786 C3Z087
Puromycin-sensitive aminopeptidase , 
Putative uncharacterized protein -1,38
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c21279P00001, c21279P00036 i_13470 C3YM50 Putative uncharacterized protein 1,36
c7779P00133 L_2484 Q27433 Mechanosensory protein 2 -1,36
c21279P00174, c21279P00253, c21279P00056 L_57687 Q2KHT8Q95KJ0 Probable dimethyladenosine transferase 1,36
c9682P00256 i_07407, i_07406 Q4F8Q2 Reverse transcriptase 1,33
c9682P00109 L_163113, i_07407, i_07406 Q9NBX4 Q4F8Q2
Probable RNA-directed DNA polymerase from transposon X-element , 
Reverse transcriptase 1,33
c3217P00001, c3217P00079, c3217P00106, c3217P00131 i_26927 H0WSB7 Uncharacterized protein 1,31
c3217P00153 i_26927, L_16647 H0WSB7 Q8BGC0
Uncharacterized protein, 
HIV Tat-specific factor 1 homolog 1,31
c9681P00135 L_9800 P10394 Retrovirus-related Pol polyprotein from transposon 412 1,28
c3204P00014, c3204P00604 i_04137, i_04136, i_04138, i_04139 C4A039 Signal recognition particle 9 kDa protein -1,27
c3204P00831, c3204P00953, c3204P01096 L_165778, i_04139, i_04138, i_04137, i_04136 P49962 Signal recognition particle 9 kDa protein -1,27
c7351P00174 L_11280 P62255 Ubiquitin-conjugating enzyme E2 G1 1,26
c7773P00063 L_53337 P79145 cAMP-responsive element modulator 1,22
c12790P00012, c12790P00268 L_17188 Q3TCN2 Putative phospholipase B-like 2 1,22
c14657P00076,  c14657P00147,  c14657P00228,  c14657P00326, 
c14657P00377 i_12738 F1RVE1 Uncharacterized protein -1,20
c5610P00794 L_121143 Q5MGQ0 O96382
Putative defense protein 1, 
Putative defense protein Hdd11 -1,20
c9212P00038, c9212P00056, c9212P00066, c9212P00196 i_05409, i_05408 A9UIA7 Hedgling -1,18
c9215P00182, c9215P00292, c9215P00309 L_2746 P07511 Serine hydroxymethyltransferase cytosolic -1,18
c9215P00062 i_11960 Q17I00 Serine hydroxymethyltransferase -1,18
c9215P00142 i_11960, L_2746 Q17I00 P07511
Serine hydroxymethyltransferase, 
Serine hydroxymethyltransferase cytosolic -1,18
c9212P00011 L_103, i_05409, i_05408
Q2PZL6 
Q9HCU4 
A9UIA7
Protocadherin Fat 4 , 
Cadherin EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 , 
Hedgling
-1,18
c23338P00001 L_17308 P37889 Fibulin-2 1,17
c14651P00064,  c14651P00095,  c14651P00147,  c14651P00168, 
c14651P00229 i_04177, i_04176 C3YGU2 Putative uncharacterized protein -1,16
c12826P00132 L_15999 Q61239 Protein farnesyltransferase/geranylgeranyltransferase typE-1 subunit alpha -1,16
c3211P00066, c3211P00258 i_05655, i_05654 F1LPB2 Protein LOC100363239 -1,15
c3211P00375, c3211P00463, c3211P00557 L_208921, i_05655, i_05654 Q66KU2 Protein transport protein Sec61 subunit gamma -1,15
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c14654P00070 L_5174
Q9VXG4 
P50995 
Q99JG3
Annexin-B11 , 
Annexin A11 , 
Annexin A13 
-1,15
c25407P00123, c25407P00132, c25407P00141, c25407P00150 i_05642 A7SJX5 Predicted protein -1,13
c25407P00159 i_05642, L_227936 A7SJX5 Q27U48
Predicted protein, 
Tubulin beta-1 chain -1,13
c7770P00058, c7770P00099, c7770P00197, c7770P00246 i_06181, i_06180 G3MQH8 Putative uncharacterized protein 1,13
c21271P00067, c21271P00121, c21271P00009, c21271P00018 i_08931, i_08930 Q10126Q4QQE8
Putative uncharacterized transposon-derived protein F52C9,6
Endonuclease-reverse transcriptase -1,13
c21271P00029 i_08931, i_08930, L_70549 Q4QQE8 P11369
Endonuclease-reverse transcriptase, 
Retrovirus-related Pol polyprotein LINE-1 -1,13
c7770P00215 L_58660, i_06181, i_06180 Q6RG77 G3MQH8
Nuclear transcription factor Y subunit beta , 
Putative uncharacterized protein 1,13
c7777P00075, c7777P00081, c7777P00120, c7777P00182 contig00638 B0Z9M8 60S ribosomal protein L27 1,12
c3202P00332, c3202P00346 i_16859,  i_00516,  i_00515,  i_00514,  i_00513,  i_00512,  i_00511, i_00510, i_00509
H3IF99 
Q3LG56
Uncharacterized protein, 
ORF2-encoded protein -1,12
c7777P00087 L_16570, contig00638
P61359
Q7ZV82
B0Z9M8
60S ribosomal protein L27 1,12
c3202P00167 
c25400P00001,  c25400P00022,  c25400P00042,  c25400P00216, 
c25400P00254
i_00516,  i_00515,  i_00514,  i_00513,  i_00512,  i_00511,  i_00510, 
i_00509, i_01870, i_01869, i_01868 Q3LG56 ORF2-encoded protein
-1,12
 1,01
c3202P00307, c3202P00321 i_00516,  i_00515,  i_00514,  i_00513,  i_00512,  i_00511,  i_00510, i_00509, i_16859
Q3LG56 
H3IF99 ORF2-encoded protein, Uncharacterized protein -1,12
c3203P00165 L_27133 Q8C8H8 Kyphoscoliosis peptidase 1,11
c15377P00168, c15377P00173, c15377P00182, c15377P00191 contig02347 A3FMR3 Pol-like protein -1,1
c15377P00162 L_18634, contig02347
P21328 
Q95SX7
Q9NBX4 
A3FMR3
RNA-directed DNA polymerase from mobile element jockey, 
Probable RNA-directed DNA polymerase from transposon BS, 
Probable RNA-directed DNA polymerase from transposon X-element , 
Pol-like protein
-1,1
c15374P00055 L_27583 Q7LHG5 Transposon Ty3-I Gag-Pol polyprotein   -1,09-1,1
c15372P00062, c15372P00069, c15372P00081, c15372P00121 i_13071 G1PYS5 Uncharacterized protein -1,09
c15372P00001 L_231918, i_13071 P61980G1PYS5
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K , 
Uncharacterized protein -1,09
c12797P00145, c12797P00151, c12797P00168 i_06755, i_06754 B3RW33 Putative uncharacterized protein 1,08
c1279P00833 i_01978, i_01976, i_01974, i_01979, i_01977, i_01975, i_01973 C3YCY2 Putative uncharacterized protein 1,08
c15376P00120, c15376P00321, c15376P00341, c15376P00347 i_02449, i_02447, i_02446 G7YS42 Tigger transposable element-derived protein 6 1,08
c1279P00701 L_226822,  i_01979,  i_01978,  i_01977,  i_01976,  i_01975,  i_01974, i_01973
Q5R5Y0 
O61064
P82151 
C3YCY2
Tectonin beta-propeller repeat-containing protein 1 , 
Tectonin-2 , 
Lectin L6 , 
Putative uncharacterized protein
1,08
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c12797P00134, c12797P00157 L_226853, i_06755, i_06754 Q6DRH5B3RW33
H/ACA ribonucleoprotein complex subunit 3 , 
Putative uncharacterized protein 1,08
c15376P00353 L_54488, i_02449, i_02447, i_02446 Q8BUZ3 G7YS42
Tigger transposable element-derived protein 4 , 
Tigger transposable element-derived protein 6 1,08
c9219P00341 L_227507 Q96BM9 ADP-ribosylation factor-like protein 8A -1,08
c3206P00002 L_2014 Q6PDN3 Myosin light chain kinase smooth muscle 1,07
c21276P00038 L_69925 Q9H2V7 Protein spinster homolog 1 -1,07
c15379P00196 i_01420, i_01419, i_01418 A7SSW3 Predicted protein 1,06
c3212P00087 L_15899 Q1JQA3 AP-3 complex subunit sigma-2 1,06
c25408P00014 L_230750 Q8TGM7 Putative uncharacterized protein ART2 -1,06
c12799P00008, c12799P00110, c12799P00155 i_14771 C3YE41 Putative uncharacterized protein 1,05
C12799P00168, c12799P00056 L_77921, i_14771
Q5RCY6
C3YE41
Q8BUZ1 
Cytochrome c oxidase assembly protein COX16 homolog mitochondrial,
Putative uncharacterized protein,
Actin-binding Rho-activating protein 
1,05
c23332P00103, c23332P00158, c23332P00288 i_12410 A7VMN7 Antisecretory factor-like protein -1,03
c23332P00001, c23332P00052 L_65904, i_12410 P55036 A7VMN7
26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 4 , 
Antisecretory factor-like protein -1,03
c15556P00004,  c15556P00027,  c15556P00066,  c15556P00115, 
c15556P00227, c15556P00227 i_08320, i_08321, L_43622 Q7ZX22
WD repeat-containing protein 24, 
WD repeat-containing protein 24 1,03
c15559P00002,  c15559P00032,  c15559P00044,  c15559P00076, 
c15559P00108 i_16297 H3CJF0 Uncharacterized protein 1,01
c12794P00025 L_1817 P91685 Metabotropic glutamate receptor -1,01
c14655P00092 L_15818 Q6P4Y0 Q5VV43 CDK5 regulatory subunit-associated protein 1-like 1 1
c7772P00151, c7772P00154, c7772P00156, c7772P00159 i_10681, i_00107, i_00105, i_00103, i_00110 Q8WS60C1BZ94
Endonuclease/reverse transcriptase, 
PRKR-interacting protein 1 homolog 1
1 El identificador de la sonda. 2 El identificador de la secuencia en la base de datos RNA-Seq o LSD2, según el caso. La identificación de la isoforma en RNA-Seq está formada por un código 
alfanumérico que incluye el identificador del locus, el número de isoforma referente al número total de isoformas para dicho locus, el valor de confianza y la longitud del isotig en número de 
bases respectivamente.  3  El  accession  es el código de la proteína  de la base de datos  Uniprot (www.uniprot.org).  4 Cambio relativo en expresión  (fold change)  obtenido de los datos de los 
microarrays. En los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con el signo opuesto, a los efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos. Los genes que se  
encuentran por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras que los que se encuentran por debajo de 0 están sobre-expresados en RB. - indica que ese gen no se expresa en alguno de  
los dos ecotipos. 
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Apéndice 6. Lista de sondas candidatas anotadas en el experimento de variación en secuencia genómica que obtuvieron similitud (e-
value < 1E-14) con la base de datos del RNA-Seq realizada en esta tesis y la base de datos LSD2 (Canbäck et al., 2012).  En negrita 
aparecen aquellas sondas que sufren cambios direccionales en las tres localidades bajo estudio. Las sondas subrayadas son aquellas  
que son candidatas tanto en el experimento de transcriptómica y genómica.
ID sonda1 ID locus (L)2 o ID LSD2 isotig (i)3 Accession4 Anotación FC5
s26531P00143 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 2,49
c5910P00086 L_3994 P18700 Tubulin beta chain (Fragment) -2,37
c1044P00137, c1044P00449, c1044P00556
c9922P00001, c9922P00024
c8476P00041
c354P00215
c6661P00110
i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein
2,34
2,10
2,09
2,05
2,04
1,97
1,90
c354P00360 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 1,87
c15200P00178 L_58087 O34313 Trifunctional nucleotide phosphoesterase protein YfkN 1,83
c354P00349 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 1,82
c25426P00067 i_04433, i_04432 C3ZWI9C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,82
c9430P00105 i_04433, i_04432 C3ZWI9 C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,71
c9191P00132 L_21187, i_06294 Q9BXM7 B4JMZ3
Serine/threonine-protein kinase PINK1, mitochondrial, 
GH24718 1,67
c26438P00071 i_04433, i_04432 C3ZWI9 C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,63
c354P00448 i_14818 F7EBV1 Uncharacterized protein 1,63
c9430P00095, c9430P00112 I_04432, i_04433 C3XYW3 C3ZWI9 Putative uncharacterized protein
1,61
1,58
c2581P00455 L_197369, i_04432 Q5FYB1 C3XYW3
Arylsulfatase I;
Putative uncharacterized protein 1,58
c7651P00226 L_127843 Q6NVU2 P62138 Serine/threonine-protein phosphatase PP1-gamma catalytic subunit 1,57
c19038P00003 I_05166, i_05167 C3UTC5E7D1V6
Putative uncharacterized protein Puf-1,
Putative uncharacterized protein 1,55
c9430P00123
c25468P00119 i_04433, i_04432
C3ZWI9
C3XYW3 Putative uncharacterized protein
1,55
1,54
c13340P00146 L_46 Q09288 Uncharacterized protein C56G2,4 1,54
c26438P00078 i_04433, i_04432 C3ZWI9 C3XYW3 Putative uncharacterized protein 1,54
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c470P00204 i_26703 G3HU38 Keratin-associated protein 4-3 -1,51
c26438P00085 I_04432, i_04433 C3XYW3 C3ZWI9 Putative uncharacterized protein 1,49
c21032P00080 L_1856 Q5REC2P28841 Neuroendocrine convertase 2 -1,49
c18251P00078 L_37149 Q6GP98 Selenoprotein M 1,49
c18621P00307 L_51782 O75581 Low-density lipoprotein receptor-related protein 6 1,49
c2581P00057 I_04432, i_04433 C3XYW3 C3ZWI9 Putative uncharacterized protein 1,48
c6846P00110 L_3994 P18700 Tubulin beta chain (Fragment) -1,46
c5307P00167 L_15635 P08928 Lamin Dm0 1,45
c2621P00228 L_643, i_14340 P30682 Guanine nucleotide-binding protein G(i) subunit alpha -1,41
c10408P00052 L_28644 B2RWS6 Histone acetyltransferase p300 1,39
c3811P00044 L_105029 P21265 Adenylosuccinate lyase -1,38
c1400P00234 I_02716, i_12718 A7SS32 A7SXQ4 Predicted protein -1,37
c834P00132 L_28814, i_18138 Q6ZRI0B9DQU4
Otogelin,
SCO-spondin -1,37
c16797P00001 L_39375 Q6GR10 Macrophage erythroblast attacher 1,36
c8554P00447 L_227354 Q63945 Protein SET 1,35
c1628P00322 i_01418 A7SSW3 Predicted protein -1,33
c5332P00439 I_07304, i_07305 H9KTS7 D3B7M2 Uncharacterized protein, Putative uncharacterized protein 1,33
c22158P00139 L_90374, i_20841 Q8IWF2 C3Z6Y0
FAD-dependent oxidoreductase domain-containing protein 2,
Putative uncharacterized protein Hx1 1,32
c1400P00125 I_02716, i_02718 A7SS32 A7SXQ4 Predicted protein -1,29
c4406P00269 L_71359, i_11970 A7Y2X0 B7ZRV9
Sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2,
Transporter 1,28
c4467P00140 L_121675, i_13474 Q5BK68D2H2Y1
snRNA-activating protein complex subunit 3, 
Putative uncharacterized protein -1,23
c11004P00004 L_21840 P91622 [Pyruvate dehydrogenase [lipoamide]] kinase, mitochondrial 1,90
c13309P00206 L_105029 P54822 Adenylosuccinate lyase -1,73
c5408P00079 L_16332 P36964 Proteolipid protein DM beta 1,41
c11359P00314 L_1359 Q5TZA2 Rootletin 1,37
c12647P00057 L_229549 P31409 V-type proton ATPase subunit B 1,36
c946P00250 I_02716, i_02718 A7SS32 A7SXQ4 Predicted protein -1,29
c16314P00019 i_06457 E7F1T5 Uncharacterized protein 1,26
c14238P00137 L_612 Q9BYV8 Centrosomal protein of 41 kDa 1,25
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c25297P00041 i_05642 A7SJX5 Predicted protein -1,25
c16314P00001 i_06458 E7F1T5 Uncharacterized protein 1,25
c644P00172 I_02716, i_02718 A7SS32 A7SXQ4 Predicted protein -1,24
c19346P00095 L_47443 Q9U2C4 Probable N-acetylgalactosaminyltransferase 9 -1,24
c22107P00023 i_15202 Q26424 C-myc proto-oncogene homolog protein 1,22
c2803P00120 L_226259 O08762 Neurotrypsin -1,17
1 El identificador de la sonda. 2 El identificador de la secuencia en la base de datos RNA-Seq o LSD2, según el caso. La identificación de la isoforma en RNA-Seq está formada por un código 
alfanumérico que incluye el identificador del locus, el número de isoforma referente al número total de isoformas para dicho locus, el valor de confianza y la longitud del isotig en número de 
bases respectivamente.  3  El accession  es el código de la proteína de la base de datos Uniprot  (www.uniprot.org).  4 Cambio relativo en expresión (fold change)  obtenido de los datos de los 
microarrays. Un valor de 1 indica no diferencias de expresión, > 1 indica sobre-expresión en SU y <1 indica infra-expresión en SU. - indica que ese gen no se expresa en alguno de los dos  
ecotipo. 5 Cambio relativo en expresión (fold change) obtenido de los datos de RNA-Seq. En los casos donde este cociente es menor de 1, se presenta el valor inverso con el signo opuesto, a los  
efectos de interpretar mejor los valores al visualizarlos. Los genes que se encuentran por encima de 0 están sobre-expresados en SU, mientras que los que se encuentran por debajo de 0 están  
sobre-expresados en RB. - indica que ese gen no se expresa en alguno de los dos ecotipos. 
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Apéndice  7. Distribuciones  del  número  de  secuencias  significativas  del  grupo 
referencia (barra azul) y grupo a testar (barra roja) asociadas a sus correspondientes 
términos GO (eje Y) en el experimento de transcriptómica (FDR< 0,05). En los casos 
donde la barra roja sea más larga que la barra azul significa que el término  GO  se 
encuentra sobre-representado en el grupo de genes a testar. En cambio, si la barra 
azul es más larga, el término GO se encuentra sub-representado.   
 
A- PROCESO BIOLÓGICO            B- FUNCIÓN MOLECULAR           C- COMPONENTE CELULAR
 
-191-

                                                                                                                       Apéndice 8  
Apéndice  8.  Distribuciones  del  número  de  secuencias  significativas  del  grupo 
referencia (barra azul) y grupo a testar (barra roja) asociadas a sus correspondientes 
términos GO (eje Y) en el experimento de diferencias en secuencia genómica (FDR< 
0,05). En los casos donde la barra roja sea más larga que la barra azul significa que el 
término  GO  se  encuentra  sobre-representado  en  el  grupo  de  genes  a  testar.  En 
cambio, si la barra azul es más larga, el término GO se encuentra sub-representado.    
A- PROCESO BIOLÓGICO              B- FUNCIÓN MOLECULAR         C- COMPONENTE CELULAR
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                                                                                                                            Glosario  
Glosario
Los conceptos pertenecientes al ámbito de NGS pueden resultar confusos, ya 
que en la bibliografía se encuentra una gran variedad de términos para definir  el 
mismo tipo de secuencia. A continuación se muestran los términos utilizados en esta 
tesis, con algún sinónimo que se puede encontrar en la bibliografía:
1.-  Lectura o  read:  pequeño  segmento  de  bases  consecutivas  identificado 
mediante un instrumento de secuenciación. 
2.- Extremos apareados (paired-ends, mate-pairs o paired-end reads): pares de 
reads de los dos extremos de un solo fragmento amplificado, por lo que la distancia 
entre ellas es conocida de manera aproximada.
3.- Contig o isotig: contig procede del término inglés contiguous porque definen 
una secuencia continua reconstruida a partir de un conjunto de reads.
4.- Loci: grupos de contigs que se pueden ordenar y orientar haciendo uso de 
extremos apareados. 
5.- Isoforma: versión de una proteína con pequeñas diferencias de otra forma 
(isoforma)  de  la  misma  proteína.  Se  pueden  producir  diferentes  formas  de  una 
proteína a partir de genes diferentes pero relacionados entre sí, o pueden derivarse 
del mismo gen por splicing alternativo (corte y empalme).
6.-  Cobertura:  número  de  veces  que  una  posición  o  fragmento  ha  sido 
secuenciado, es decir, número de reads de un determinado loci. Con este baremo se 
puede cuantificar los niveles de expresión génica y detectar variantes surgidas del 
splicing alternativo.  A  mayor  cobertura,  mayor  fiabilidad  de  los  nucleótidos  que 
forman las secuencias.
En  resumen,  los  reads identificados  por  el  secuenciador  se  ensamblan  en 
secuencias más largas y continuas (contigs) y se asignan a genes e, idealmente, a 
transcritos  individuales.  Para  cada  muestra  se  obtienen  varios  millones  de  reads 
parcialmente  superpuestos,  garantizando una elevada cobertura  en cada región  y 
afianzando la calidad de las secuencias consenso generadas. En esta tesis se utiliza 
los téminos contig, isotig e isoforma indistintamente. 
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